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The Moment of Frost Injury’ 


By 
J. Levitt 


University of Missouri, Columbia, Missouri 
With 1 Figure 


(Received September 24, 1956) 


No theory of the mechanism of frost injury and resistance is possible 
without first establishing the time when the injury occurs—i.e. during 
freezing, while frozen, during thawing, or after thawing. Much of the 
available evidence is contradictory, or at least not clear cut. In no case 
have all possible moments of injury been tested in a single investigation; 
nor have the responses of hardy plants been compared with those of 
non-hardy plants. The following investigation attempts to fill this gap. 


Method 


When a whole plant is frozen, the initiation of the process is not 
always easy to control. If sections are used instead, simple inoculation 
with an ice crystal allows the experimenter to begin the freeze whenever 
he desires. This is possible because sections are more readily under- 
cooled than is the whole plant, due presumably to the speed of cooling 
and the absence of any agitation. The sections used below were obtained 
from petioles of cabbage seedlings (variety Early Jersey Wakefield)— 
both unhardened and hardened. The latter were obtained by exposing 
the plants to + 2° to +5°C. under continuous illumination. The sections 
were frozen in the low temperature stage described by Levitt and 
Scarth (1936), which was equipped with a thermometer graduated from 
+ 10°C. to — 50°C. 

The apparatus is shown in Fig. 1. The reservoir consisted of a 2-litre 
jar (A) filled with a saturated solution of CaCl,. This solution was kept 
at a low temperature (about —5°C.) until immediately before use. An 
insulated syphon connected the reservoir with the inlet of a coiled metal 


1 Investigation performed at the University of Minnesota during 1936-37. For 
the recent literature see J. Le vit t, The Hardiness of Plants. Academic press. 1956. 
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tube—both the syphon and the metal tube ended in short lengths of 
rubber tubing which were joined by means of a piece of glass tubing. 
The coiled part of the metal tube was surrounded by an ice-salt mixture 
in an insulated can of about 3 litre capacity (B). The part of the metal 
outside the can was insulated and joined by a piece of rubber tubing 
to one opening in the low temperature stage (E). The other opening of 
the stage had a rubber tube attached 
which lead into a jar (C). The rate of 
flow of solution was regulated by means 
of a screwclamp on this rubber outlet. 
Insulation of all parts, including the stage 
itself, consisted of a felt layer % inch 
thick. 

When not in use, the metal tube was 
kept filled with the solution, the two 
rubber ends being closed by pinchcocks. 
There are two advantages to this. First, 
if left open, it is necessary to dry the tube 
thoroughly or else to flush it with the 
saturated CaCl, solution immediately 
before use. Otherwise, when the tube is 
surrounded by the freezing mixture, ice 
forms in it preventing circulation of the 
solution. Secondly, the filled tube affords 
a permanent syphon which saves one the 
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trouble of sucking over the solution every 
time the apparatus is set up. 


The reservoir syphon is first connected 
to the metal tube and a screwclamp 
temporarily attached to prevent the 
liquid from flowing out the other end on 

removal of the pinchcock. The stage 

openings are then fitted with the metal 

Fig. 1. Apparatus for freezing tube and the rubber outlet respectively. 

sections under the microscope. Removal of the temporary screwclamp 

See text for description. now allows free flow of the circulating 

fluid. The stage is tilted on edge and 

gradually revolved in such a manner as to allow displacement of all the 

air by the flowing liquid. When this is complete (as seen by cessation of 
bubbling at the exit of the rubber tubing), the clamp is closed. 


The temperature of the stage is regulated by the rate of flow of the 
liquid. The whole apparatus is preferably set up in a low temperature 
room (about + 2°C.). A freezing mixture with a temperature of — 30 
to — 40°C. is made of finely chopped ice and hydrated CaCl,. Under 
these conditions a rate of flow of 40 drops per minute gives a temperature 
of about —6°C., 200 d.p.m. about —20°C. After about six hours of 
almost steady flow, the same set up (though no longer as potent) is still 
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able to produce temperatures as low as about —8°C. If the apparatus 
is at room temperature (20°C.) the dropping rate has to be increased, 
and the ice-salt mixture becomes “spent” in about 2 hours. 


A flat-sided jar of water (D) is maintained in front of the weak light 
to prevent heating of the section. Even under these conditions it is 
advisable to keep the light off the section excepting during the brief 
moments of observation. The zero thermometer reading was found to 
be higher than the true freezing point of water inside the cell. All the 
temperatures have been corrected for this. However, no attempt was 
made to determine the exact temperature of the sections by means of 
thermocouples. 


The sections to be frozen were cut, quickly blotted on filter paper, 
then placed on a glass disc which was immediately slipped into the 
“cell” of the low temperature stage. The cover-glass was then placed 
on the “cell” and the stream turned on at the rate necessary to give 
the required temperature. The standard procedure adopted was to lower 
the temperature at the rate of 1° in 2 minutes by gradually increasing the 
rate of flow of the cooling solution. When the desired temperature was 
reached, it was maintained constant for 5 minutes, after which the stream 
was turned off. The temperature subsequently rose to the freezing point in 
from % to 1 hour depending on how low the temperature was when the 
stream was turned off. On account of the small size of the sections, 
their temperature quickly came to equilibrium with that of their sur- 
roundings even with these relatively rapid changes. Proof of this is 
supplied below by the fact that increasing the length of time frozen did 
not alter the amount of injury. 


When thawing was complete, the sections were transferred to a hyper- 
tonic solution of CaCl, containing neutral red (about 20p.p.m.) and 
allowed to stand for 2-4 hours, after which they were examined for 
injury. Sometimes they were also examined the next day but little or 
no difference in the amount of injury could be detected. 


When working at ordinary room temperature, it was found necessary 
to mount the sections immediately in paraffin oil in order to prevent 
them from drying up, though this made inoculation more difficult. The 
thawed sections were centrifuged in the plasmolyte in order to insure 
replacement of the oil by the solution. Only the results recorded in Table 1 
were obtained while working at ordinary room temperature. 


Results 


a) Effect of rate of freezing 


When sections were cooled at the rate of 1° per minute, freezing was 
obviously very rapid—a dark wave sweeping suddenly across the whole 
section. This was easily prevented by inoculating the sections with a 
crystal of ice as soon as their temperature dropped below their freezing 
point. The ice formation spread slowly from the locus of inoculation. 


22* 
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All gradations between these extremes of rapid and slow freezing were 
obtained by inoculating at intermediate temperatures. 

In the case of rapid freezing, the temperature was maintained constant 
for five minutes after inoculation (longer times were found to yield the 
same results). The flow of cooling liquid was then stopped, allowing the 
sections to warm up. In the case of slow freezing, the sections were 


Table 1. Per cent killing in unhardened and hardened cabbage cells exposed 
to rapid and slow freezing. Each value represents a separate experiment. 





Unhardened Hardened 
Temperature |——— Seo ne 


| Rapid Freezing | Slow Freezing Rapid Freezing Slow Freezing 











0 

25, 25, 25 
50 

100, 100, 75 
75 
100 
100 
100 


50, 50 


Critical | | 
temps. (app.) | —6% — 10 | —9 | —14y% 


inoculated at about —2°C., and the temperature drop was continued 
at the usual rate. When the minimum was reached, it was kept constant 
for five minutes, after which the flow of cooling liquid was stopped. 

Table 1 shows that the hardened cells were more tolerant than the un- 
hardened of both slow and rapid freezing, and that both the hardened 
and unhardened were more tolerant of slow than rapid freezing. In later 
tests with another group of unhardened (presumably less hardy than 
the above) plants, little or no difference between rapid and slow freezing 
injury could be detected. In one case, complete killing occurred at 
—6°C. when frozen rapidly, 25% killing when frozen slowly; at —8°C. 
complete killing resulted even when frozen slowly. In another case 
— 69°C. was fatal whether or not the sections were frozen slowly. 
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These results agree perfectly with Pfeiffer’s (1933). He found that 
pine shoots are more severely injured by rapid than by slow freezing, 
except when in the completely unhardened condition. In mid-winter, 
slowly frozen shoots were killed by —33°C., rapidly frozen by — 22°C. 
In spring, they were killed by —5 to —7°C., whether freezing was rapid 
or slow. 

b) Effect of length of time frozen 


Duplicate sets of sections were frozen slowly at the same temperature. 
One set was removed after 5 minutes at the minimum temperature and 
thawed in air at +2°C. After a longer time (%—1 hr.) the other set 
was removed and similarly thawed. The only difference from the technique 
heretofore used is in the rapid thawing. However, this would not affect 


Table 2. Effect of length of freezing period on injury. 





Freezing Time frozen 


Digs sete | temperatu'e | (mins.) 


% injury 





| 
| 
| 


5 | 
30 | 

5 | 
30 


2) 


or 


o 


aw oo a ts 
oac © 


a © 
© 
or or 


the results since the same method was used in both cases. Furthermore, 
it will be shown below that at these temperatures rate of thawing has 
no effect on the amount of injury. 

Table 2 shows that the degree of injury was unaltered whether the 
minimum temperature was maintained for 5 minutes or an hour. These 
results agree with others already obtained with whole cabbage plants 
(Levitt 1939). The latter suffered the same degree of injury whether 
frozen for 9, 16, or 20 hours. Schaffnit and Wilhelm (1932), however, 
obtained as much injury in grains frozen for 13-18 days at —6 to —7° C. 
as in those frozen for only 24 hours at —11 to —13°C. The effect of 
longer freezes on cabbage was therefore investigated. 

It was, of course, necessary. to use whole plants in this case rather 
than sections. The seedlings were slightly hardened to enable them to 
survive the moderate freezes used. In each experiment, a dozen pots 
containing three seedlings apiece were frozen in the cold chamber at 
a definite temperature. After 1, 2, 4, and 8 days, three pots were removed 
and returned to the greenhouse. This was always done at dusk to allow 
the plants time to regain their turgidity before exposure to full sunlight. 
Such a method, of course, involved rapid thawing. Previous experiments 
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(Levitt 1939), however, as well as those recorded here, have proved that 
at least at these moderate temperatures rate of thawing does not alter the 
degree of injury. After about a week in the greenhouse, the percentage 
injury was estimated. 

Table 3 shows that injury did increase somewhat with the time frozen. 
This affords another parallel between frost and deplasmolysis injury, for 
it has already been shown (Siminovitch and Levitt 1941) that 
the latter increases markedly with the time plasmolysed, at least in non- 
hardy plants. But the time factor is evident much sooner in deplasmolysis 
injury, due perhaps to the much higher temperature. 

There are three complicating factors that are likely to enter into an 
investigation of the time factor. (1) The plants at the low temperature 
for the shorter periods may have undercooled and therefore escaped 
injury. In all the cases recorded here, some freezing occurred within 


Table 3. Per cent injury to slightly hardened cabbage frozen for different lengths 
of time. Each value an average of nine plants. 





Temperature > ‘ ; > | r \ on 
pa at —8% +t KC. | —84 + KC. | —3H + HC. 





Days frozen 


90 
95 
95 


a few hours, complete freezing at least within 12 hours (as judged vi- 
sually). (2) The different sets of plants may not have been exposed to 
exactly the same temperatures. Those frozen for the longer periods 
may either have been subjected to more severe freezing, or to repeated 
freezing and thawing. In the above experiments, thermograph records 
revealed a maximum temperature variation of + %°C. But it is possible 
that different parts of the chamber may differ significantly. To overcome 
this objection, the order of removal of the pots was reversed in one 
experiment as compared with the other two. (3) Though the pots were 
all watered thoroughly immediately before freezing, it is conceivable 
that in long freezes injury may be due to evaporation from the plant 
without any replacement through the frozen roots. This factor was 
apparently inoperative in the above experiments, for the plants, though 
flaccid, were always quite succulent when thawed after freezing for 
8 days. In one case, a group was frozen for 14 days and permitted to 
thaw slowly in the cold chamber. On removal 12 hours later, almost all 
the leaves were turgid. 

From these considerations, we can conclude that the length of time 
was directly responsible for the difference in injury. But in view of the 
results previously obtained, it must have been a factor only in the relatively 
long freezes (at least 24 hours). 
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c) Effect of rate of thawing 
The standard technique in almost all the above experiments in- 
volved allowing the temperature to rise to 0°C. before transferring the 
sections to the plasmolyte. Thawing, in these cases, was slow—requiring 
30—60 minutes (depending on the severity of the freeze and the room 
temperature). To test the effect of rate of thawing, the sections were 


Table 4. Effect of rate of thawing on % injury to unhardened cabbage cells. 





| 
Freezing 
Temperature 


Slow Thawing Rapid Thawing 





ant 
watt 


removed from the low temperature stage immediately after the cooling 
stream was turned off (i.e. after freezing at the minimum temperature 
for 5 minutes) and plunged directly into distilled water at +2°C. On 
account of the small size and large surface of the sections, thawing was 
practically instantaneous. After about a minute, they were transferred to 
the plasmolyte. Slow freezing was used in all cases. 


Table 5. Effect of rate of thaming on % injury to partially hardened cabbage cells. 





Days Freezing 


Sadia Temperature Slow Thawing | Rapid Thawing 











iB 
5 


Table 4 shows that unhardened cabbage cells were unaffected by 
the thawing rate. Plants hardened for 4—6 days gave the same results 
(Table 5). In the case of the hardiest (hardened for 2 weeks), the rapid 
thawing did distinctly increase the injury (Table 6). Apparently, rapid 
thawing is injurious only when the temperature gradient is very steep. 
and even then is nowhere near so harmful as rapid freezing. Pfeiffer 
(1933) has obtained similar results. Winterhardened pine shoots were 
unable to survive as low a temperature when thawed rapidly as when 
thawed slowly (e.g. — 21 and — 29°C. respectively). Dehardened twigs, 
with a critical temperature of about — 2 to — 4°C., showed no significant 
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difference when thawed at different rates. Hedlund (1917) and Aker- 
man (1919) had previously described the same effects in the case of 
herbaceous plants. 


Table 6. Effect of rate of thawing on % injury to fully hardened (2 wks.) 
cabbage cells. 





Freezing | 
Temperature | 
| 

| 


| 
Slow Thawing | Rapid Thawing 





—~ 88% 
ie 
— 
—14 
me 
—~ $8 
— 15% 
— 16 
—% 
~* 


d) Effect of post-thawing treatment 


An interesting though puzzling discovery from these experiments is 
the much greater frost resistance of the sections than of the whole plant. 
In the case of the latter, unhardened cabbage are killed at about — 3°C., 
the most thoroughly hardened at — 8°C., even when conditions are most 
favorable (Levitt 1939). In the case of sections, on the other hand, the 
unhardened may sometimes stand —6°C. without injury, and the fully 
hardened are unaffected by the lowest temperatures used (about — 20°C.) 
when both freezing and thawing are slow. The following are some possible 
explanations of the difference. 


1. The real temperature of the sections was probably slightly higher 
than that recorded. But this cannot account for the differences obtained 
(e.g. more than 12°C. in the case of the hardened plants). 

2. The injury was estimated about two hours after thawing in the 
case of the sections, a week after in the case of the whole plants. More 
and more cells may die during the latter period. 


3. Immediately after thawing, the sections were transferred to hyper- 
tonic CaCl, solution. This may have a protective effect, preventing further 
progress of injury. 

In the case of unhardened plants which proved unable to survive 
—3°C., it was found that even after being frozen at —5°C., if the 
petioles were immediately sectioned and transferred to a hypertonic 
solution. all the cells plasmolysed. The plants were all dead a few days 
later. Similarly, partially hardened plants sectioned after being frozen 
at —8°C. had 50% of their cells alive, even though the leaves were 
completely flaccid, and the plants were dead in a couple of days. In 
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fact, control plants were 100% killed by a milder frost (—5®C.) when 
injury was estimated a week after freezing. 

Since the cells may be alive immediately after a “fatal” freeze, it is 
conceivable that the post-thawing treatment may sometimes decide whether 
or not they remain alive. To investigate this point, duplicate sets of 
sections were simultaneously subjected to slow freezing and thawing. 
Immediately after thawing, one set was transferred to hypertonic CaCl, 
and neutral red, the other to water. After some time in the water (varying 
from 1—6 hours), the second set was transferred to another portion of the 


Table 7. Effect of post-thawing treatment on injury to cabbage cells. 





| 
Freezing | Post-thawing 


es : 
Temperature Solution % Injury 





(a) Unhardened cells 

—5 0.25 M CaCl, 

H,O 
0.25 M CaCl, 

H,O 
0.30 M CaCl, 

H,O 
0.30 M CaCl, 

H,O 
0.30 M CaCl, 

H,O 

(b) Hardened cells 

—Iil 0.40 M CaCl, 

H,O 
0.40 M CaCl, 

H,O 
0.40 M CaCl, 

H,O 
0.40 M CaCl, 

H,O 7é 


same plasmolyte as was used for the first set. Table 7 shows that those 
immediately transferred to the CaCl, solution suffered less injury. 

That the living cells were normal, and not merely tonoplasts, was 
proved by the presence of strands showing streaming movement in many 
of the cells, and by the ability of the majority of the cells to deplasmolyse 
completely without suffering any injury in the process. However, sections 
having less than 50% of their cells alive (and sometimes even with a larger 
portion) frequently were not normal when judged by these criteria and 
by the existence of sloughed off protoplasm or vacuolisation of the 
protoplasm. 

In all the further experiments on the effect of post-thawing treatment 
on injury, the microfreezing stage was dispensed with, and the ordinary 
cold chamber was used. This eliminated the possibility that the tissues 
might be warmer than the stage thermometer indicated. 





298 J. Levitt 


A large number of chambered glass slides and cover-slips were left 
overnight in the cold chamber at 0—5°C. The chamber was then entered, 
and a number of sections made of a single cabbage petiole. The sections 
were blotted with filter paper, placed in the chambered slides (4—6 sections 
per slide) and covered with cover-slips. The temperature was then dropped 
to about —3°C. After 1-1% hours, the chamber was again entered and 
each slide copiously inoculated with snow scraped from the refrigerating 
coils, after which the cover-slips were replaced. 

An hour later the temperature was dropped to the desired point. At 
the end of three hours at this temperature, one set of 3-5 slides was quickly 


Table 8. % injury to partially hardened cabbage cells after immersion in mater 
immediately on thawing. (Each column gives the results of one distinct experiment.) 





Time in Water Temperature frozen at (°C.) 





| 
| —10 
(a) Rapid thawing 
1 min. 70 
5 mins. i 65 
15 mins. 65 
30 mins. gE 60 
60 mins. 70 
15-20 hours 
(b) Slow thawing 
0 mins. 
5 mins. 
15 mins. 
30 mins. 
60 mins. 
15-20 hours 





| 
} 
| 
! 


removed and plunged into a beaker of distilled water (200—300cc.). The 
other set of slides was allowed to thaw slowly (2-3 hours) in the cold 
chamber after turning off the motor. When the snow in the slides was 
melting perceptibly, the latter were removed. 

In this way both a rapidly thawed and a slowly thawed set were used 
for each experiment. Each value is an average of three or four sections. 
Partially hardened cabbage were used, since the critical temperature of 
fully hardened plants is inconveniently low, and that of unhardened ones 
inconveniently high. 

Immediately after thawing, the sections were transferred to the solutions 
whose post-thawing effects were to be tested. Control experiments with 
unfrozen sections showed that at least 1—2 hours in distilled water caused 
no appreciable damage to the cells. After 24 hours, however, there was 
always considerable injury. The injury seemed greater the hardier the 
tissue, due presumably to the greater osmotic pressure exerted on the 
protoplasm. On the other hand, once the sections were transferred to the 
hypertonic CaCl, further injury never occurred. 
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Since 1—2 hours in distilled water does not injure unfrozen sections, 
a similar treatment after a freeze can cause injury only as a result of 


Table 9. % injury to partially hardened cabbage cells after immersion in CaCl. 
solutions for 1 hour immediately on thawing. (Each column gives the results of 
one distinct experiment.) 





Conc. CaCl, 


(mols) Temperature frozen at (°C.) 





(a) Rapid thawing 
0.0 
0.01 
0.1 
0.2 
0.3 
0.5 
(b) Slow thawing 
0.0 
0.01 
0.1 
0.2 2 E 26 
0.3 5 | 23 
0.5 18 


Table 10. % injury to partially hardened cabbage cells after immersion in glucose 
solutions for 1 hour immediately on thawing. (Each column gives the results of 
one distinct experiment, using the same plant material as in columns 1-3 table 9.) 





Concentration 


glucose (mols) Temperature frozen at (°C.) 





7 

(a) Rapid thawing 
0.0 75 
0.025 80 
0.25 | 40 
0.5 | 40 
0.7 20 
1.25 | 40 

(b) Slow thawing | 


| 
| 
| 


85 
80 
25 
20 


10 


some protoplasmic change induced by the freeze. Table 8 shows that the 
longer the post-thawing treatment with distilled water, the greater the 
number of dead cells. By far the most injury per unit time occurs in 
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the first five minutes—i.e. the injury vs. time curve is parabolic. The 
same results were obtained whether thawing was slow or rapid. Those 
thawed slowly did suffer slightly less, but the difference was practically 


Table 11. % injury to sections immersed in various solutions compared with 
the whole leaf from which they were taken, Leaves 3, 6, and 9 thawed slorly, 
others thawed rapidly. 





Sections 
| 
Days after Leaf | Temp. frozen 


thaw | at (°C) | 0.5M 0.2M | Whole Leaf 
| HO 





glucose CaCl, 





9-day hardened 


60 | infiltrated 
20 | | infiltrated 
90 | | | infiltrated 

| | f | half dried up 
| 

| 

| 

| 





rest infiltrated 
E all dried up 
65 | part dried up 
| rest infiltrated 
8-day hardened 
50 | 25 | é infiltrated 
80 | , infiltrated 
40 | | partly infiltrated 
65 | all infiltrated 
70 | | | practically all dried up 
50 | | slightly infiltrated 


ay 
5 
6 
4 
5 
6 


12-day hardenec 


| half infiltrated 
| | all infiltrated 
| mostly infiltrated 
half infiltrated 
and slightly dried up 
all dried up 
half infiltrated 
and slightly dried up 


negligible. In series 1 and 2 the cells were all normal, in the others they 
were mainly abnormal. 

If the sections were transferred to CaCl, immediately after thawing 
and left for one hour, the degree of injury depended on the concentration 
of the solution (Table 9), at least as long as hypotonic solutions were 
compared. Isotonic (slightly above 0.2M CaCl.) and hypertonic solutions 
produced maximum protection. Glucose solutions of the same osmotic 
concentrations yielded similar results (Table 10). Again, slow thawing 
slightly reduced the injury but did not affect the gradation of injuries. 
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All these results prove that post-thawing treatment with either CaCl, 
or glucose solutions is capable of reducing the frost injury, as compared 
with brief post-thawing treatment with distilled water. Furthermore, 
as previously shown, the freezing temperature survived is lower than 
in the case of the whole plant. However, this may perhaps be simply 
because the respective estimations of injury are made a few hours after 
thawing the treated sections, as compared with a week after thawing 
the whole plants. Further tests were therefore made to compare the 
injury under these two sets of conditions after the same time interval 
that is normally allowed for the whole plant. 


Instead of a whole plant, a leaf was compared with sections made 
from its own petiole. This eliminated the possible complications from 
root injury and mechanical injury (due to bending of the flaccid petiole 
after thawing) as well as variability. After thawing, the leaf was stood 
in a vial of water, the sections placed in CaCl,, glucose, or distilled water. 

Table 11 shows that in those cases when the leaves died within 4—9 days 
after being frozen, the sections from their petioles had most or all (any 
value below 25% injury may mean all alive, since it is difficult to allow 
for those killed in sectioning) of their cells alive after the same length 
of time in 0.2M CaCl,. 0.5M glucose gave similar results, though the 
cells were sometimes killed after several days due to fungus growth. 
Those sections in distilled water showed less survival than those in the 
solutions. Control unfrozen leaves standing in water for the same time. 
of course, showed no injury. Control unfrozen sections showed 0—10% 
injury after 8-9 days in 0.2M CaCl,, 35-85% afier the same time in 
0.5M glucose (due to fungus growth). 


Summary 


Experiments described in this paper indicate that there are four 
moments during and after freezing, when the plant can be injured: 


1. During freezing. Greater injury occurs if freezing is rapid than 
if it is gradual. Unhardened cabbage are injured by slower freezing 
than hardened cabbage. Even when the speed is not a factor, hardened 


plants are uninjured by freezing at lower temperatures than unhardened 
plants. 


2. While frozen, but after the freezing has been completed. Though 
the time factor has no effect on the injury if the period is short (up to 
about a day), during longer periods the injury increases with the time 
frozen. 

3. During thawing. Injury increases with the rate of thawing in the 
case of hardened plants, but not in the unhardened. 

4. After thawing. Injury decreases with increased concentration (up 
to isotonic) of CaCl, or dextrose if the tissue is transferred to these 
solutions immediately after thawing. The longer the sections are left in 
the thaw water before the transfer is made, the greater the injury. 
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These four moments of injury are not always evident. The least hardy 
cabbage were not injured any more by rapid freezing than by slow 
freezing or by rapid thawing than by slow thawing. This is presumably 
because their critical freezing temperature for slow freezing and thawing 
was so high that any higher freezing temperature failed to produce 
a sufficiently rapid freeze or to be followed by a sufficiently rapid thaw. 

Sections proved able to survive freezing at lower temperature than 
the plants from which they were taken. This was at least partly due 
to the eliminination of post-thawing injury. 
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Die von Schimper (1883) und Meyer (1883) aufgestellte Lehre 
von der Kontinuitat der Plastiden hat durch die cytologischen Fortschritte 
im Laufe der letzten Jahre eine wesentliche experimentelle Sicherung 
erfahren. Strugger (1950, 1953, 1954a, b) konnte lichtmikroskopisch im 
Meristem verschiedener héherer Pflanzen Proplastiden als primare Ent- 
wicklungsstadien der Chloroplasten auffinden. Diese bestehen aus einem 
intra vitam amoéboid formverianderlichen Stromaplasma, in welches ein 
nach Fixation stark firbbares Primargranum eingebettet ist (vgl. auch 
Perner 1954, Bartels 1955, Béing 1955, Grave 1955, Fasse- 
Franzisket 1955, Dangeard und Eymé 1956, Kaja 1956). In 
Ubereinstimmung zu den lichtmikroskopischen Befunden haben nunmehr 
auch elektronenoptische Untersuchungen ergeben (Strugger und Per- 
ner 1956, Perner 1956a, b, Miihlethaler 1956), da das Primar- 
granum ein bereits im Urmeristem bzw. in der Eizelle vorhandenes, mehr 
oder weniger deutlich nachweisbares zweidimensionales Lamellensystem 
darstellt. Die Analyse der ontogenetischen Entwicklung des Proplastids 
zum somatischen Chloroplasten zeigte ferner das Primargranum als Aus- 
gangspunkt der Lamellenstruktur der somatischen Chloroplasten. Ab- 
weichende Literaturbefunde (vgl. Heitz und Maly 1953, Heitz 1954, 
Mihlethaler 1955, Leyon zus. Darst. 1956) haben besonders durch 
die zuletzt genannten Arbeiten ihre Erklarung gefunden. 

Da man nach den Untersuchungen von Renner (1934) in den Plastiden 
.selbstandige Elemente der genetischen Konstitution* zu sehen hat, stellte 
Strugger (1950) die Hypothese auf, daf sowohl das Stromaplasma als 
auch das Plasma des Primirgranums der Proplastiden ,,Trager konti- 
nuierlich genetisch wirksamer Systeme“ sein miiften. 

Im Hinblick auf die Wachstumsprozesse bei der ontogenetischen Ent- 
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wicklung des Proplastids und unter Beriicksichtigung der von Strugger 
aufgestellten Hypothese und der bereits vorliegenden genetischen Befunde 
von Renner erschien es wiinschenswert, eine nahere Analyse der Pro- 
plastiden beziiglich ihres Gehaltes an Nucleinséuren (NS) durchzufiihren. 

Die ersten Versuche, in Chloroplasten NS nachzuweisen, wurden mit 
biochemischen Methoden unternommen. M enke (1939) konnte in isolierten 
Chloroplasten Pentosen und Phosphor nachweisen und hielt sie fiir Be- 
standieile von Ribonucleinséure (RNS). Nach Sissakjan und Mitarb. 
(1952, 1954) sollen neben RNS auch Desoxyribonucleinsiure (DNS) in 
Chloroplasten vorhanden sein. Die neueren Untersuchungen von Kern 
(1956) mit der spektrographischen Methode in Verbindung mit der Papier- 
chromatographie haben aber ergeben, daf Chloroplasten nur geringe 
Mengen RNS enthalten. Cytochemisch wurden Chloroplasten von Chiba 
(1951) und Metzner (1952) und Chromoplasten von Straus (1954) auf 
ihren Gehali an NS untersucht. Nach Metzner sind in den Grana RNS 
und DNS lokalisiert, waihrend im Stroma nur RNS vorhanden sein soll. 
Chiba und Straus geben keine Lokalisation an. Straus findet fiir 
Chromoplasten nur RNS, wahrend Chiba durch die Feulgen-Farbung in 
Verbindung mit Trichloressigsiure-Extraktion auf einen Gehalt an DNS 
schlieRt, aber mit dem Test nach Brachet keine eindeutigen Ergebnisse 
iiber das Vorkommen von RNS erreichen konnte. Einen Hinweis, da NS 
in Chloroplasten vorhanden sind, gibt auch die im UV-Licht aufgenommene 
Aufnahme von Frey-Wyssling, Ruch und Berger (1955), in der 
die Grana deutlich abgebildet sind. Untersuchungen iiber das Vorkommen 
von NS in Proplastiden wurden in neuerer Zeit von Ruch (1956) mit der 
mikrospektrographischen Methode durchgefiihrt. Er findet im Primar- 
granum RNS. 

Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, mit cytochemischen Methoden 
zu priifen, ob Proplastiden NS enthalten, welche NS vorhanden und wie 
sie in den Proplastiden verteilt sind. 


Material und Optik 


Die Untersuchungen wurden an jungen Sprofenden mit Blattanlagen 
von Chlorophytum comosum (Thunb.) Bac. und Helianthus tuberosus L. 
durchgefiihrt. Durch die im Licht- und Elektronenmikroskop gewonnenen 
Ergebnisse an Proplastiden dieser Pflanzen (Strugger 1953, Strugger 
und Perner 1956, Perner 1956) waren die morphologischen Voraus- 
setzungen fiir cytochemische Untersuchungen gegeben. Chlorophytum 
wurde unter normalen giinstigen Bedingungen im Gewachshaus herange- 
zogen und das ganze Jahr hindurch verwandt. Unterschiedliches Verhalten 
in der Abhangigkeit von der Jahreszeit konnte dabei nicht festgestellt 
werden. Von Helianthus wurden die Pflanzen nur im August dem Freiland 
entnommen. Beobachtet und ausgewertet wurden die Proplastiden im Meri- 
stem und Postmeristem der Blatter und des Sprosses (Strugger 1953, 
Abb. 1: Strugger und Perner 1956, Abb. 1). 

Fiir die mikroskopische Beobachtung stand ein Ortholux von Leitz 
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(Immersionsobjektive: 1/12 Ol, A =1,30; 1/16 Fl. Ol, A 1,32) zur Ver- 
fiigung. Die Photographien wurden mit einer Leica in Verbindung mit 
einem Mikroaufsatz von Zeiss-Winkel aufgenommen (1/12 Olimmersion, 
A = 1,30, Photookular 9X). Abbildungsmafstab 900: 1. 


Fixation 


Die Nachweismethoden der NS konnten nur an fixiertem Gewebe durch- 
gefiihrt werden. An das Fixationsmittel wurden besondere Anforderungen 
gestellt. Der Nachweis von NS sollte lokalisiert innerhalb der Zelle, in 
der sich die Proplastiden als ein Teil derselben befinden, erbracht werden. 
Das Gewebe muffte demnach so fixiert werden, da die Struktur der Pro- 
plastiden nach Fixation, Einbettung und chemischen Eingriffen gut er- 
halten blieb. Die einzelnen Nachweismethoden waren abhangig von der 
Art des Fixationsmittels. Fiir Verdauungsversuche durften nur chemisch 
indifferente Stoffe verwendet werden. Es sollen dadurch Veranderungen 
der zu untersuchenden Substanzen weitgehend vermieden werden und sie 
zudem in einem Zustand erhalten bleiben, in dem sie einer enzymatischen 
Hydrolyse gut zugianglich sind. Bei der Anwendung der Feulgen-Reaktion 
stéren stark oxydierende Stoffe. Ferner durfte es wahrend des Fixations- 
vorganges und der nachfolgenden Behandlung nicht zu Verlagerungen der 
zu untersuchenden Stoffe kommen. 


Gemisch von Lewitzky 


Die Proplastiden von Chlorophytum comosum und Helianthus tubero- 
sus konnten Strugger (1953) und Strugger und Perner (1956) im 
Vergleich zu Lebendbeobachtungen am besten mit dem Gemisch von 
Lewitzky fixieren. 

Die halbierten Sprofenden mit Blattanlagen von Chlorophytum como- 
sum wurden nach den Angaben von Strugger (1953) in dem Gemisch 
von Lewitzky fixiert, entwassert und in Paraffin eingebettet. Die 5 u dicken 
Mikrotomschnitte wurden nach der Entparaffinierung und Uberfiihrung 
in Aqua dest. mit Fuchsin (1 Stunde), Viktoriablau (8 Stunden) oder Safranin 
(5 Stunden) gefarbt, in dreimal gewechseltem Aqua dest. gewassert und 
nach den Alkoholstufen und Xylol in Caedax eingeschlossen. 

In diesen Praparaten war deutlich erkennbar, da jedes Proplastid im 
Meristem und Postmeristem der Blatter und des Sprosses ein Granum ent- 
halt, welches durch basische Farbstoffe elektiv anfarbbar und darstellbar 
ist (vgl. Strugger 1953). 

Um festzustellen, ob die Lewitzky-Fixation beim Nachweis von NS 
in Proplastiden anwendbar ist, wurden in Vorversuchen Schnitte mit Tri- 
chloressigsaure (5—20%ig) bei 90°C und n-HCl bei 60° C behandelt, 30 Mi- 
nuten in 6fter gewechseltem Aqua dest. gewassert und anschlieRend mit 
basischen Farbstoffen, Fuchsin, Viktoriablau oder Safranin, gefarbt. 

Die Struktur der Proplastiden blieb nach der Behandlung mit Trichlor- 
essigsiure und n-HCl erhalten. An den Kernen war nach 15 Minuten Ein- 
wirkungsdauer von Trichloressigsiure und 30 Minuten n-HCl-Behandlung 
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bereits ein deutliches Nachlassen der Basophilie zu bemerken. Das Primir- 
granum der Proplastiden war aber noch nach zweistiindiger Behandlung 
mit Trichloressigsiiure und n-HCl gut gefarbt. Gegeniiber den Kontrollen 
konnte man keine wesentliche Anderung der Farbintensitat feststellen. Das 
Stroma war wie iiblich schwach tingiert. 

Lésungsversuche mit Xylol, Athanol (kalt oder hei®), Chloroform, Ather. 
Methanol, Aceton, Benzol, Pyridin, auch in den verschiedensten Kombina- 
tionen und iiber mehrere Wochen hindurch angewandt, und anschlieBende 
Behandlung mit Trichloressigsiure oder n-HCl beeinfluBten nicht die Fiarb- 
barkeit der Proplastiden mit basischen Farbstoffen. 

Die Proplastiden waren nach allen Versuchen in ihrer Struktur unver- 
aindert gut erhalten. Nach der Lewitzky-Fixation schien es aber unméglich 
zu sein, Stoffe aus diesem Gefiige herauszulésen. 


Athylalkohol 


Athylalkohol als chemisch relativ indifferenter Stoff wird bevorzugt als 
Fixationsmittel fiir cytochemische Untersuchungen verwandt. Seine fixie- 
rende Wirkung beruht auf Wasserentziehung (Romeis 1948). Verinde- 
rungen der Substanzen des Gewebes sollen dabei weitgehend vermieden 
werden, so daff besonders Verdauungsversuche nach dieser Fixation die 
besten Resultate liefern (Lison 1953). 

Die Struktur der Proplastiden wird durch Alkohol zerstért. Deshalb war 
bei dem Nachweis der NS in Proplastiden diese Fixation nicht anwendbar. 


Gefriertrocknung 

In neuerer Zeit wird die Methode nach Altmann-Gersh, Gewebe mit 
Hilfe der Gefriertrocknung zu fixieren, besonders fiir cytochemische Unter- 
suchungen empfohlen (Lison 1953, Neumann 1955). Bei dem Vorgang 
der Gefriertrockknung wird gefrorenem Gewebe durch Sublimation im 
Vakuum das Wasser entzogen. Das Gewebe wird demnach auf physikali- 
schem Wege fixiert. Stérende Agenzien kénnen dabei vermieden werden. 

Gearbeitet wurde mit der Gefriertrocknungsanlage ! G01 von Leybold 
nach den Angaben von Neumann (1955). Auf eine genaue Beschreibung 
der Anlage und der Theorie der Gefriertrocknung kann hier verzichtet wer- 
den, da dies ausfiihrlichh von Neumann (1955) behandelt wird. 

Etwa 1 X 1 mm dicke und 5—7 mm lange Streifen von den Sprofenden 
mit Blattanlagen von Chlorophytum comosum oder die halbierten Vege- 
tationskegel von Helianthus tuberosus wurden in Iso-Pentan (Gefrierpunkt 
— 158,6°C), das durch fliissigen Stickstoff auf etwa — 150°C gekiihlt wor- 
den war, schnell eingefroren. Nach ca. 2—3 Minuten wurden die gefrorenen 
Gewebestiikchen mit einer unterkiihlten Pinzette in die ebenfalls vor- 


1 Die Gefriertrocknungsanlage wurde dem Botanischen Institut der Universitat 
Miinster von der Deutschen Forschungsgemeinschaft zur Verfiigung gestellt. Fiir 
die Méglichkeit, diese Einrichtung im Rahmen der vorliegenden Arbeit benutzen 
zu diirfen, sei der Deutschen Forschungsgemeinschaft hiermit der Dank aus- 
gesprochen. 
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gekiihlten T6pfchen, in denen sich entgastes Paraffin vom Schmelzpunkt 
549°C befand, iibertragen und méglichst schnell an die Apparatur ange- 
schlossen. Der Glaszylinder (Vakuumraum) tauchte in ein Dewargefaf mit 
einem Alkohol-Kohlensiureschnee-Gemisch von — 78°C. Diese Temperatur 
wurde fiir den ersten Ablauf der Trocknung weitgehend konstant gehalten. 
Wenn bei der Priifung des Vakuums kein Wasserdampf mehr entwich 
(Anleitung bei Neumann 1955), was meist nach vier Tagen der Fall war, 
wurde die Trocknung fiir 24 Stunden bei ansteigenden Temperaturen und 
anschlieRend 2—3 Stunden bei Zimmertemperatur fortgesetzt. 

Das Gewebe wurde nach der Gefriertrocknung in Paraffin, eingebettet. 
Das Einbetten unter Vakuum an der Apparatur war nicht méglich. Etwa 
40 Stunden muften die Gewebestiickchen von Chlorophytum bei 60°C im 
Thermostaten verbleiben. Dann erst war das Gewebe durchirankt. Bei 
Helianthus reichten 12 Stunden. Von den Paraffinbléckchen wurden wie iib- 
lich Mikrotomschnitte hergestellt. Diinner als 6 4 konnte nicht geschnitten 
werden, da sonst das Gewebe zerriff und im Zusammenhang nicht zu er- 
halten war (vgl. auch Perner 1953, Salzmann 1955). Das embryonale 
Gewebe war im Vergleich zum angrenzenden Parenchymgewebe gut zu 
schneiden. Wahrscheinlich bereitet die Durchtrankung des embryonalen Ge- 
webes mit Paraffin nicht so grofe Schwierigkeiten. Perner (1953) ver- 
mutet in der Ausbildung sekundarer Membranschichten ein Hindernis fiir 
die Durchtrinkung mit Paraffin nach der Gefriertrocknung. Die hier vor- 
liegenden Beobachtungen sprechen ebenfalls dafiir. 

Die Schnitte wurden nach den Angaben von Romeis (1948) trocken 
auf die Objekttriger aufgeklebt. Die Entparaffinierung erfolgte durch 
Xylol. 

Je nach den Versuchsbedingungen kénnen die gefriergetrockneten 
Schnitte nativ oder durch Alkohol bzw. Hitze denaturiert untersucht werden: 


a) Die nativen Schnitte wurden nur 5 Minuten zur Entparaffinie- 
rung mit Xylol behandelt und kamen lufttrocken in die entsprechenden 
Lésungen. 

b) Zur Denaturierung wurden die Schnitte nach der Entparaffinierung 
5 Minuten mit abs. Alkohol behandelt, dann an der Luft getrocknet oder 
in Aqua dest. iibergefiihrt. 

c) Die Denaturierung durch Hitze erfolgte bei der Einbettung an der 
Apparatur entsprechend den Angaben von Neumann (1955). Die von 
Paraffin bedeckten Gewebestiickchen wurden auf ca. 120°C erhitzt. 

Ob die Schnitte im nativen Zustand, durch Alkohol oder Hitze denatu- 
riert gefarbt wurden, die Proplastiden waren in allen drei Fallen gut er- 
halien und zeigten keinen Unterschied in der Affinitat zu basischen Farb- 
stoffen. 

Die Farbezeiten muften gegeniiber den chemisch fixierten Schnitten 
etwa um die Halfte verlangert werden: Fuchsin 1% Stunden, Viktoria- 
biau 13 Stunden und Safranin 8 Stunden. Zur Herstellung von Dauer- 
praparaten wurden die Schnitte iiber Alkohol und Xylol in Caedax ein- 
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gebettet. In den einzelnen Alkoholstufen (50%, 70%, 80%, 96%, abs. Alk. 
2X) blieben die Praparate nur 15 Sekunden. 

Es wurde die Struktur der Proplastiden nach der Gefriertrocknung mit 
den gut erhaltenen Proplastiden nach der Lewitzky-Fixation verglichen. 


2 bGranascherbchen 
r parallel legend 


SOM 


Primargrata 


Abb. 1. Proplastiden aus dem postmeristematischen Gewebe von Chlorophytum 

comosum nach der Gefriertrocknung, gefarbt mit Fuchsin. Die Primargrana sind 

in der Aufsicht zu erkennen. In einem Proplastid (siehe Detailzeichnung) zwei 

parallel liegende Granascheibchen. Griinfilter. Abbildungsmafstab 900 : 1, Nachver- 
gréBerung 3% xX. 


Dabei zeigte sich, da auch nach der Gefriertrocknung in den Meristem- 
und Postmeristemzellen von Chlorophytum comosum und Helianthus tube- 
rosus Proplastiden von recht unterschiedlicher Gestalt vorhanden waren. 
Sie enthielten ein durch basische Farbstoffe elektiv anfarbbares Granum, 


Prmdrgtana 


tn Seitenansicht Stroma 


Abb. 2. Teilungsstadium eines Proplastids aus dem postmeristematischen Gewebe 
von Chlorophytum comosum. Die Grana sind von der Seite zu sehen. Griinfilter. 
Abbildungsmaftstab 900: 1, NachvergréBerung 3% X. 


welches von der Seite deutlich als Scheibchen zu erkennen war (Abb. 1). 
GréBenmessungen ergaben im Vergleich zur Lewitzky-Fixation keinen 
wesentlichen Unterschied (Angaben von Strugger 1953, Strugger und 
Perner 1956). Teilungsfiguren waren in allen untersuchten Regionen zu 
finden. Man sah sowohl zwei Granascheibchen parallel liegend (Abb. 1) als 
auch Proplastiden, die wesentlich gréBer waren und an den Polen zwei 
Grana enthielten (Abb. 2). In den Proplastiden der postmeristematischen 
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Zonen war oft Starke vorhanden. Grofe Starkekérner oder mehrere Starke- 
kérner in einem Proplastid beeinflu&ten die Fixation, so da besonders 
die starkereichen Proplastiden von Helianthus tuberosus in nur wenigen 
Schnittserien gut erhalten und das Primargranum bzw. zwei oder drei 
Grana zu erkennen waren. In den meisten Fallen war aber neben der 
Starke kein Granum sichtbar. Es muf auch erwahnt werden, daf die Fixa- 
tion der Proplastiden, auch wenn keine Starke vorhanden war, nicht immer 
gleichmafig ausfiel. Eine Schadigung der Proplastiden machte sich so be- 
merkbar, daft diese ihre typische améboide Form verloren hatten, abge- 
kugelt und kraftig diffus gefarbt waren, ohne daf ein Granum erkannt 
werden konnte. Solche Proplastiden fand man haufig zusammen mit gut 
erhaltenen Proplastiden in einer Zelle oder aber in ganzen Zellkomplexen, 
z. B. im Meristem des Sprosses, im Meristem der Blatter oder im post- 
meristematischen Gewebe. In anderen Regionen konnte man dann durchaus 
gut fixierte Proplastiden sehen. Es konnte aber auch vorkommen, dak 
simtliche Proplastiden in einem Schnitt schlecht fixiert waren. Salzmann 
(1955) stellte eine Abhangigkeit der Fixation der Zellkerne von dem Ent- 
wicklungszustand fest. Von den Proplastiden wissen wir bisher zu wenig 
(vgl. dazu Fasse-Franzisket 1955), um cine Abhangigkeit von solchen 
Faktoren beurteilen zu kénnen. 

Die Beobachtungen nach der Fixation mit Hilfe der Gefriertrocknung 
stimmen mit den Ergebnissen von Strugger (1953) an Chlorophytum 
comosum und Strugger und Perner (1956) an Helianthus tuberosus 
iiberein: jedes Proplastid enthalt ein durch basische Farbstoffe darstellbares 
Primargranum. Die erste Forderung, die an ein Fixationsmittel fiir cyto- 
chemische Untersuchungen gestellt wird, die Erhaltung der Struktur, ware 
damit erfiillt. 


Die Nucleinsauren nach der Gefriertrocknung 


Bei cytochemischen Untersuchungen ist es wiinschenswert, neben der 
Erhaltung der Struktur Veranderungen organischer Verbindungen durch 
die Fixation weitgehend zu vermeiden. Nach der Gefriertrocknung soll 
Fiweif im nativen Zustand erhalten bleiben oder héchstens durch die 
Paraffineinbettung und Xylolbehandlung geringfiigig denaturiert werden. 
Die Lipoide werden dagegen bei der iiblichen Methode (Paraffineinbettung) 
herausgelést (zus. Lit. Neumann 1955). Die Nachweise der NS fallen 
nach der Gefriertrocknung viel intensiver aus als nach chemischen Fixa- 
tionsmitteln. Dieses soll auf ein Herauslésen der NS durch chemische Fixa- 
tionsmittel zuriickzufiihren sein (zus. Lit. Neumann 1955). Harpers 
und Neumann (1955) betonen: ...., daf die Fixierung durch Gefrier- 
trocknung eine Extraktion der Nucleinséuren vermeidet und sie zugleich in 


einem Zustand erhalt, in welchem sie einer enzymatischen Hydrolyse gut 
zugangig sind.“ 


Bei den vorliegenden Untersuchungen konnte eine optimale Fixation 
der NS an den RNS-reichen Nucleolen und dem DNS-reichen Chromatin 
der Kerne gepriift werden. 
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Nach der Anfarbung mit basischen Farbstoffen waren im Gewebe von 
Chlorophytum comosum und Helianthus tuberosus das Chromatin der 
Kerne und die Nucleolen intensiv gefarbt. Die Proplastiden waren dann 
ebenfalls gut gefarbt. Nach diesen Praparaten darf man annehmen, daf 
die NS optimal fixiert waren. Abweichend von diesen Ergebnissen wurde 
aber an Material, das von derselben Pflanze stammte und welches zugleich 
fixiert, getrocknet, in Paraffin eingebettet und vollkommen gleich weiter- 
verarbeitet wurde, festgestellt, da nicht alle Schnitte diese intensive Fiar- 
bung zeigten. In einer Reihe von Praparaten (jeweils Schnitte eines Bléck- 
chens) von Chlorophytum comosum war das Chromatin der Kerne gut 
gefarbt, aber die Nucleolen zeigten gegeniiber den vorher beschriebenen 
Praparaten eine wesentlich schwachere Farbung. Da die Farbbarkeit der 
Nucleolen auf die Anwesenheit von RNS zuriickzufiihren ist (Brachet 
1940), muf8 man nach diesen Beobachtungen annehmen, daf ein Teil der 
RNS herausgelést wurde. Neben den nur schwach gefarbien Nucleolen 
waren dann auch die Proplastiden wesentlich schwacher gefarbt. 

Nach diesem farberischen Verhalten der Nucleolen kann nicht bestatigt 
werden, daff nach der Gefriertrocknung die RNS vollkommen erhalten 
bleibt. wie es Harpers und Neumann (1955 dort weitere Lit.) bei 
einem Vergleich mit chemischen Fixationsmitteln feststellten. Lis on (1953) 
weist bereits auf die schwierige Konservierung der RNS mit chemischen 
Fixationsmitteln hin, da sie meist als Lipo-Proteid-Komplex vorliegt. Wenn 
dieser Komplex zerstért wird, fallt die RNS leicht aus. Diese Schwierig- 
keiten sind demnach auch mit der Gefriertrocknung nicht zu _ beseitigen. 
Der unterschiedliche Ausfall der Fixation der RNS nach der Gefriertrock- 
nung kénnte dadurch erklart werden, da wahrend der vielen Arbeits- 
gange (Einfrieren bis zur Einbettung) die einzelnen Gewebestiickchen nicht 
absolut gleichmaBig behandelt werden. 

Trotz der nicht konstanten Ergebnisse darf man fiir die vorliegenden 
Untersuchungen die Gefriertrocknung als optimal bezeichnen: Nach der 
Lewitzky-Fixation, die die Struktur der Proplastiden gut erhalt, war ein 
Nachweis von NS in Proplastiden iiberhaupt nicht méglich. Indifferente 
Fixationsmittel, wie z. B. Athylalkohol, zerstéren sogar die Proplastiden. 
Die Gefriertrocknung erhalt aber die Struktur der Proplastiden. Sie wurde 
deshalb ausschlieBlich verwandt. 

Zur Beurteilung der Struktur der Proplastiden und der Konservierung 
der RNS wurden von jeder Schnittserie 8—10 Schnitte mit basischen Farb- 
stoffen gefarbt. Nur wenn regelmaBig Proplastiden in amdboider Gestalt 
mit intensiv gefarbtem Primargranum und gut gefarbten Nucleolen vor- 
handen waren, wurde die Schnittserie fiir die weiteren Versuche ausge- 
wertet. 


Untersuchungen iiber das Vorkommen von RNS in Proplastiden 


Bei seinen Untersuchungen an Proplastiden stellte Strugger (1950, 
1954) fest, dafi die Primargrana eine starke Affinitat zu basischen Farb- 
stoffen besitzen. Aus diesem farberischen Verhalten folgerte er, daB die 
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Proplastiden Nucleoproteide enthalten mii&ten, wie es Chiba (1951) und 
Metzner (1952) fiir Chloroplasten wahrscheinlich machen konnten. 

Schon seit der Entdeckung der NS durch Miescher (1874) wird die 
Farbung der Gewebe mit basischen Farbstoffen auf den Gehalt an NS zu- 
riickgefiihrt. Man nimmt an, daf sich basische Farbstoffe mit der negativ 
geladenen Gruppe der NS, der Phosphorsaure, salzartig verbinden (zus. 
Lit. Sandritter 1955). 

Fiir die vorliegenden Untersuchungen wurden die Farbstoffe benutzt, die 
nach den Angaben von Strugger (1954) am besten fiir die Farbung der 
Primargrana der Proplastiden geeignet sind: Fuchsin ,stand.*, Viktoria- 
blau ,stand.“ (beide von den Behring-Werken, Leverkusen) und Safranin 
(Merck). Alle Farbstoffe wurden 1 : 100 in Aqua dest. gelést. Farbezeiten: 
Fuchsin 1% Stunden, Viktoriablau 13 Stunden, Safranin 8 Stunden. 

Einen Hinweis, daf auch Fuchsin, Viktoriablau und Safranin mit NS 
eine salzartige Bindung eingehen, konnte man folgenden Beobachtungen 
entnehmen: Nach der Behandlung der Schnitte mit MgSO, (0,003M als 
Aktivator bei der Desoxyribonuclease-Verdauung) waren die RNS-reichen 
Orte (Nucleolen: Nachweis der RNS durch Brachet 1940; Proplastiden: 
Nachweis der RNS in dieser Arbeit) nur noch schwach mit basischen Farb- 
stoffen farbbar. Nach Stich (1953) kann bei einer salzartigen Bindung 
von Base und Saure der Farbstoff durch Metallionen verdrangt werden. 
Das ist besonders sicher der Fall, wenn eine schwer dissoziierbare Verbin- 
dung entsteht, wie z. B. bei der Fallung der NS mit Lanthanionen 
(Caspersson, E. Hammersten und H. Hammersten 1935). Die 
zu diesem Zweck durchgefiihrten Versuche mit Lanthannitrat (1 %ig vor der 
Tarbung 5 Stunden behandelt) ergaben nur noch eine schwache Farbung 
der Nucleolen und Proplastiden. 

Die Basophilie einer Struktur kann aber nicht als spezifischer Nachweis 
von NS gelten. Es ist vielmehr nur ein Zeichen dafiir, da Substanzen mit 
saurem Charakter vorhanden sein miissen, die sich mit basischen Farb- 
stoffen verbinden kénnen. In der Zelle sind neben NS noch andere Ver- 
bindungen vorhanden, die auf Grund ihrer negativen Valenzen ebenfalls 
eine Affinitaét zu basischen Farbstoffen besitzen. Das konnte bisher fiir 
Phosphatide (zus. Darst. Kunze 1942) und Metaphosphate (Stich 1951) 
bewiesen werden. 


Behandlung mit Ribonuclease als spezifischer Nach- 
weis von RNS 

Seit der Ausarbeitung einer enzymatischen Methode durch Brachet 
(1940) ist es aber méglich festzustellen, wo die RNS fiir die Basophilie 
einer Struktur innerhalb der Zelle verantwortlich ist. Nachdem K unitz 
(1940) die Kristallisation der Ribonuclease (RN) gelang, kann man bei An- 
wendung dieser reinen, von proteolytischen Fermenten freien RN aus dem 
Nachlassen der Basophilie auf das Vorkommen von RNS schlieBen. Kristal- 
line RN depolymerisiert spezifischh RNS wahrscheinlich bis zu Mono- 
nucleotiden (Schramm und Mitarb. 1952). Die Spaltstiicke farben sich 
mit basischen Farbstoffen nicht mehr an. 
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Fiir die vorliegenden Untersuchungen wurde kristalline RN von der 
Fa. Worthington, USA, verwandt. Gearbeitet wurde nach den Angaben 
von Kaufmann, Gay und McDonald (1951). 3mg RN wurden in 
10cm? Aqua dest. (0.03%ig) von pH 6 (eingestellt mit verdiinnter NaOH) 
gelést. Die Einwirkungszeit betrug 2 Stunden bei 37°C (Thermostat). An- 
schlieBend wurden die Schnitte 20 Minuten in Aqua dest. gewassert und mit 
Fuchsin, Viktoriablau oder Safranin gefarbt. Als Kontrollen dienten Pra- 
parate derselben Schnitiserie. Ein Teil wurde zur Beurteilung der Fixation 
sofort gefarbt und ein Teil blieb wahrend des Versuchs in Aqua dest. von 
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Abb. 3. Proplastiden von Chlorophytum comosum nach der Gefriertrocknung, ge- 

farbt mit Fuchsin. a Vor der Farbung wurden die Schnitte mit Ribonuclease be- 

handelt. Das Stroma ist kaum. das Granum noch schwach gefarbt. Ebenfalls nur 

schwache Farbung der Nucleolen. b Unbehandelte Kontrolle. Intensive Farbung 

des Primargranums und des Kerns. Griinfilter. Abbildungmafstab 900: 1, Nach- 
vergroRerung 3% xX. 


pH 6 bei 37°C. Das gefriergetrocknete Gewebe wurde entweder im nativen 
Zustand oder durch Alkohol denaturiert behandelt. Das Ferment baute 
sowohl die RNS der nativen Schnitte als auch der durch Alkohol denatu- 
rierten Schnitte in gleicher Weise ab. 

Alle Untersuchungen iiber das Vorkommen von RNS wurden an Pro- 
plastiden von Chlorophytum comosum durchgefiihrt. 

Die Wirksamkeit des Fermentes wurde an den RNS-reichen Nucleolen 
iiberpriift. 

Bei der Auswertung der behandelten Schnitte wurden zunachst die 
Kontrollen beobachtet. Nur wenn die Kontrollen regelmafig Proplastiden 
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in amdéboider Gestalt mit intensiv gefarbtem Granum und gut gefarbiten 
Nucleolen aufwiesen, wurden die mit RN behandelten Schnitte dieser Serie 
ausgewertet. 

Nach der Behandlung mit RN waren die Proplastiden gut zu identi- 
fizieren. Die Struktur blieb erhalten und das Granum war zu erkennen. 
Neben den nicht mehr gefarbten Nucleolen war das Primargranum der 
Proplastiden gegeniiber den Kontrollen (Abb. 3b) wesentlich schwacher ge- 
farbt (Abb. 3a). Das Stroma war kaum gefarbt. Allerdings ist die Beurtei- 
lung der Farbbarkeit des Stromaplasmas sehr schwierig, da es normaler- 
weise auch nur schwach gefarbt ist. Man darf jedoch die Vermutung aus- 
sprechen, da im Stroma geringe Mengen RNS lokalisiert sind, wahrend 
der Hauptanteil der RNS im Primargranum konzentriert ist. 


“t. 
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Abb. 4. Proplastiden von Chlorophytum comosum nach der Gefriertrocknung, ge- 
farbt mit Fuchsin. Die Grana sind nach der Behandlung mit Ribonuclease deutlich 
gefarbt, wihrend die Nucleolen nur noch eine schwache Farbung zeigen. Der Abbau 
der RNS in den Proplastiden durch Ribonuclease wurde durch eine unbekannie 
Substanz beeinfluft. Griinfilter. AbbildungsmaRstab 900: 1, NachvergréRerung 3% X. 


Ob die schwache Farbung des Granums nach der Behandlung mit RN 
darauf zuriickzufiihren ist, da die RNS nicht quantitativ herausgelést 
wurde oder ob noch andere basophile Substanzen vorhanden sind, miissen 
weitere Versuche zeigen. Auch mit starker konzentrierten Fermentlésungen 
(bis zu 0.1%), einer Verlangerung der Einwirkungsdauer (bis zu 3 Stunden) 
oder einer Erneuerung der Lésung wahrend eines Versuchs war diese Baso- 
philie nicht vollstandig zu beseitigen. 

Nach der Behandlung mit RN waren ebenfalls das Cytoplasma und die 
Chondriosomen schwacher gefarbt als in den Kontrollen (vgl. Brachet 
1940, Zollinger 1950). 

Bei der Wiederholung der Versuche waren trotz sorgfaltigster Beachtung 
der Versuchsanordnung keine einheitlichen Ergebnisse zu erreichen. Nach 
dem farberischen Verhalten kénnen zwei verschiedene Typen unterschieden 
werden: 

Ty p I: Auch nach der Behandlung mit RN waren die Proplastiden ge- 
nau so intensiv gefarbt wie in den Kontrollen. Es mu® erwahnt werden. 
daB die Wirksamkeit des Fermentes sicher vorhanden war (die Nucleolen. 
das Cytoplasma und die Chondriosomen waren schwacher gefarbt) (Abb. 4). 
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Auffallend war, dai die RN die RNS der Proplastiden nicht abbaute, wenn 
die Proplastiden eine starke blaue Primarfluoreszenz besafen. 

Typ II: War die Primarfluoreszenz schwach (mit Olimmersion nicht 
mehr sichtbar), so kam man zu den vorher beschriebenen Ergebnissen: 
Stroma kaum, Granum wesentlich schwiacher gefarbt als in den Kontrollen. 

Nach diesen Beobachtungen liegt die Vermutung nahe, da in den Pro- 
plastiden eine Substanz vorhanden ist, die die Wirksamkeit der RN be- 
einfluft. 

Die Kontrollpraparate dieser zwei verschiedenen Typen zeigten nach 
der Anfarbung mit basischen Farbstoffen keinen Unterschied. In beiden 
Fallen war das Granum intensiv und das Stroma schwach gefiarbt. Die 
.Substanz mit der blauen Primiarfluoreszenz* besitzt also keine oder zu- 
mindest nicht mit dieser Methode feststellbaren basophilen Eigenschaften. 

Worauf diese Unterschiede zuriickzufiihren sind, war nicht festzustel- 
len. Es muf ausdriicklich betont werden, da die Ergebnisse an Material 
gewonnen wurden, das von einer Pflanze stammte und das zugleich fixiert, 
getrocknet, in Paraffin eingebettet und vollkommen gleich weiterverarbeitet 
wurde. Es ist méglich, daf die methodisch nicht auszuschlieBenden Un- 
genauigkeiten bei der Durchfiihrung der Gefriertrocknung fiir diese Schwan- 
kungen verantwortlich sind. Die Schnitte eines Bléckchens verhielten sich 
stets gleich. 

Ob Typ I oder Il dem Zustand der lebenden Zelle am nachsten kommt. 
kann man nach diesen Untersuchungen nicht beurteilen. Eine Verbindung 
der ,Substanz mit der blauen Primiarfluoreszenz*~ mit der RNS kann 


natiirlich vorliegen. Dafiir sprechen auch die Untersuchungen nach der 
Lewitzky-Fixation, wo zwar die RNS der Kerne durch Trichloressigsiure 
und n-HClI herausgelést werden konnte, nicht aber die RNS der Proplasti- 
den. Daf in Typ II diese Substanz nicht mehr vorhanden ist, kann man 
vielleicht so deuten, daf diese Substanz selbst oder die Bindung dieser 
Substanz an das Substrat labil und schwer fixierbar ist. 


Es ist ferner die Frage zu diskutieren, mit welchem Stoff die ,.Substanz 
mit der blauen Primiarfluoreszenz* identisch sein kénnte. Nimmt man an, 
daft in Typ II (schwache Primiarfluoreszenz) die ,Substanz mit der blauen 
Primiarfluoreszenz* nach entsprechender Fixierung herausgelést werden 
konnte, so wire das nur durch Xylol bzw. Alkohol méglich gewesen (die 
Praparate wurden nur 3 Minuten zur Entparaffinierung mit Xylol oder 
dazu noch 3 Minuten zur Denaturierung mit Alkohol behandelt). Xylol und 
Alkohol sollen aber nur Fette und Lipoide lésen. Demnach kénnte man 
annehmen, daf die ..Substanz mit der blauen Primarfluoreszenz* ein lipoid- 
ahnlicher Stoff ware. 

Die Nachweise auf Lipoide mit Rhodamin B1:10.000 (Strugger 
1937). Pyroninbase nach Strugger (1949) und Sudanschwarz (Romeis 
1948) fiihrten zu keinem Erfolg. Die Basophilie der Phosphatide (zus. Lit. 
Kunze 1942) konnte nicht nachgewiesen werden (Kontrollen von Typ | 
und li zeigten nach der Farbung mit basischen Farbstoffen keinen Unter- 
schied). Die Reaktion der Acetalphosphatide mit der fuchsinschwefligen 
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Saure (Plasmalreaktion nach Romeis 1948 durchgefiihrt) fiel negativ aus. 
Nach Kutschera-Aichbergen (1925) ist kein Nachweis auf Lipoide 
méglich, wenn sie gebunden vorliegen. In solchen Fallen soll auch die Lés- 
lichkeit verindert sein. So brachten die Extraktionsversuche mit Alkohol 
(kalt oder heif), Ather, Chloroform, Methanol, Xylol, Aceton, Benzol, 
Pyridin, in den verschiedensten Kombinationen und iiber mehrere Wochen 
hindurch angewandt, keine Anderung der Primirfluoreszenz. Bensley 
und Gersh (1933) beobachteten an gefriergetrocknetem Gewebe, daB nach 
der Behandlung mit heifem Alkohol, Aceton, Ather und Petrolather die 
Mitochondrien, die nach allgemeiner Erfahrung durch diese Substanzen 
zerstért werden, unverindert blieben. Sie schlossen daraus, daf die Lipoide 
in einer Proteinverbindung vorliegen mii®ten, die durch die Gefriertrock- 
nung so verandert wird, daf Fettlésungsmittel nicht mehr angreifen kén- 
nen. Ahnliche Verhaltnisse kénnten nun ebenfalls in den Proplastiden vor- 
liegen. 


Weitere Versuche zur Identifizierung der .Substanz mit der blauen 
Primiarfluoreszenz* wurden nicht unternommen. Bei der Kompliziertheit des 
Baues der Lipoide und den recht mangelhaften cytochemischen Methoden 
zur Erkennung derselben (die spezifischen Nachweise sind meist verbunden 
mit einer Extraktion der Lipoide, vg]. Sammelref. Lenne rt 1955) diirften 
diese Untersuchungen auch sehr schwierig sein. Vielleicht ist eine Analyse 
nur auf biochemischem Wege mdglich. 


Aus den beschriebenen Versuchen geht hervor, daf in den Proplastiden, 


sowohl im Stroma als auch in den Primargrana, RNS vorhanden ist, die 
wesentlich fiir die Basophilie der Proplastiden verantwortlich ist. Es wurde 
ferner beobachiet, daf die RNS in den Proplastiden verbunden ist mit einer 
anderen unbekannten Substanz. Der Abbau der RNS wurde durch eine un- 
bekannte Substanz beeinflu#t, die vermutlich mit einem Lipoid identisch 
sein diirfte. Ein eindeutiger Beweis kann dafiir aber nicht erbracht werden. 
Einen Schluf darf man aber aus diesen Beobachtungen ziehen, daf namlich 
die Bindung der RNS in den Nucleolen, Chondriosomen und im Cyto- 
plasma anders sein muff als die Bindung der RNS in Proplastiden. Zu 
ahnlichen Vermutungen kommt Kern (1956) bei dem Nachweis von RNS 
in isolierten Chloroplasten, da er die RNS der Chloroplasten nicht durch 
die fiir die Kerne erarbeiteten Methode darstellen konnte. Proplastiden und 
isolierte Chloroplasten zeigen damit bei dem Nachweis der RNS nach An- 
wendung zwei verschiedener Methoden weitgehend iibereinstimmendes Ver- 
halten. 


Behandlung mit HCl, NaCl, HCIO, und Trichloressig- 
saure 

Der Nachweis der RNS in Proplastiden mit reiner kristalliner RN kann 

nach den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit als gesichert gelten. Im 

Primargranum war aber nach der Entfernung der RNS noch eine weitere 

Substanz vorhanden, die sich ebenfalls mit basischen Farbstoffen anfarbte. 

Um zu einem ersten Anhaltspunkt iiber die Natur dieser Substanz zu ge- 
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langen, wurden die Schnitte mit verschiedenen Verbindungen behandelt, die 
neben der RNS auch DNS abbauen bzw. lésen sollen. 

HCI und HCI1O, sollen ahnlich wie Nucleasen eine depolymerisierende 
Wirkung ausiiben, wahrend Trichloressigsiure NS von ihren Eiweifkom- 
ponenten trennt und, ohne sie abzubauen, herauslést. Durch NaCl werden 
Nucleoproteide (NP) extrahiert (zus. Lit. Sandritter 1955). Nach An- 
wendung dieser Substanzen miiBte demnach eine Abnahme der Basophilie 
festzustellen sein. 

1. Trichloressigsiure zur Entfernung von DNS und RNS (Konzentration 
5—20%ig bei 90° C, Einwirkungsdauer 15 Minuten bis 2 Stunden). 

2. n-HCI bei 60°C soll bei kurzer Einwirkungszeit (10 Minuten) nur die 
RNS, bei langerer Zeit (30 Minuten) auch DNS depolymerisieren. 

3. HCIO, in einer 10%igen Lésung zum Abbau der RNS (bei 4°C fiir 
18—20 Stunden) und 5%ig zum Abbau der DNS (bei 70° C fiir 20 Minuten). 

4. NaCl zur Entfernung der NP. 0.14n NaCl soll RNP und 1n NaCl 
DNP herauslésen (bei 37°C fiir 2—3 Stunden). 

Die Konstanz der Temperatur wurde gewihrleistet durch die Verwen- 
dung eines Thermostaten bzw. Kiihlschrankes (49°C). Um ein Verdunsten 
der Lésungsmittel und damit eine Erhéhung der Konzentration zu ver- 
meiden, wurden samtliche Versuche in mit Schliffdeckeln versehenen Ge- 
faBen durchgefiihrt. 

Behandelt wurden die Schnitte von Chlorophytum comosum, die mit 
Hilfe der Gefriertrocknung fixiert worden waren, entweder im nativen 
oder durch Alkohol denaturierten Zustand. Zu allen Versuchen wurden 
Kontrollen angefertigt. Es waren immer Schnitte einer Schnittserie. von 
denen ein Teil zur Beurteilung der Fixation sofort gefarbt wurde. wahrend 
andere Praparate in den Lésungsmitteln bei Zimmertemperatur verblieben. 
Kontrollversuche wurden auch in Aqua dest. bei 37°C. 60°C, 70°C und 
90°C durchgefiihrt. 


Tab. 1. Vergleich der Wirkung der NS-Extraktionsmittel an den Proplastiden mit 
der Wirkung an den Kernen und Nucleolen und der in der Literatur angegebenen 
Wirksamkeit auf DNS und RNS. 

Kerne Nucleolen Stroma  Grana RNS DNS 
Ribonuclease ..... + — — + 
Trichloressigsiure . . oa — — 
n-HC] 3—10 Min... . — — + 
n-HCl 10—30 Min. .. “= 
NaCl @44n ..... — 
1 SI + 
HCIO, 10%ig .... — + — 
HCIO, 5%ig .... . a , h + 


Zeichenerklirung: + normal gefarbt, + schwacher gefarbt. — nicht gefarbt. 
Bei RNS und DNS bedeuten: + léslich, — nicht léslich. 


Die Struktur der Proplastiden war nach der Behandlung mit den Ex- 
traktionsmitteln gegeniiber den Kontrollen unverandert gut erhalten. Es 
zeigte sich, dafi wieder eine Abhangigkeit zwischen der Léslichkeit der 
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RNS der Proplastiden und der ,Substanz mit der blauen Primarfluores- 
zenz bestand. War nur eine schwache Primarfluoreszenz vorhanden, farb- 
ten sich nach 1—2 Stunden Behandlung mit Trichloressigsiure weder die 
Kerne noch die Proplastiden mit basischen Farbstoffen. 1n NaCl-Lésung 
zeigte iiberhaupt keine Wirkung, weder auf die Kerne noch auf die Pro- 
plastiden. Alle iibrigen Lésungsmittel (n-HCl bis 30 Minuten; 10%ige 
HCIO, bei 4°C; 5%ige HCIO, bei 70°C; 0, 14n NaCl) ergaben bei den 
Proplastiden ahnliche Bilder wie nach der RN-Behandlung. 

Die Wirkung der Extraktionsmittel auf DNS und RNS zeigte Uberein- 
stimmung mit dem Verhalten der Kerne und Nucleolen mit Ausnahme der 
n-NaCl-Lésung. An den Proplastiden ergaben die RNS-Lésungsmittel die 
gleichen Ergebnisse wie nach der RN-Behandlung. Die Verbindungen, die 
beide NS angreifen (mit Ausnahme der Trichloressigsdure), verandern die 
Basophilie nur soweit, wie es das spezifische Herauslésen der RNS allein 
auch bewirkt. Es bleibt eine schwache Farbung der Primargrana vorhanden. 
Die Trichloressigsiure entfernt auch diesen Rest, aber erst nach langer 
Einwirkungszeit. Nach dem Verhalten dieser Substanz gegeniiber der Tri- 
chloressigsiure kénnte man zu dem Schlu& kommen, daf der Rest der Ba- 
sophilie des Primargranums mit DNS identisch sei. Ein exakter Beweis ist 
aber mit spezifischen Methoden erforderlich. 


Untersuchungen iiber das Vorkommen von DNS in Proplastiden 


Nuclealfarbung 


Feulgen und Rossenbeck (1924) fiihrten die Nuclealfarbung als 
echte chemische Reaktion fiir den Nachweis der DNS in die Cytochemie 
ein. Sie verwandten dabei den aus der organischen Chemie her bekannten 
Aldehydnachweis mit fuchsinschwefliger Saure. Die Nuclealfarbung ist aber 
keine einfache Aldehydreaktion, sondern ihre Spezifitat als Nachweis von 
DNS beruht auf einer Reihe von Reaktionen, deren letzter Schritt allein 
eine Aldehydreaktion darstellt. Durch eine milde Saurehydrolyse werden 
die Purine der DNS abgespalten und Aldehydgruppen der Desoxypentosen 
freigesetzt. Diese erst nach der Hydrolyse freien Aldehyde reagieren mit 
der fuchsinschwefligen Saure. Es entsteht ein rotvioletter Farbstoff an den 
Stellen, an welchen sich DNS befindet. Die Kontrolle ohne Hydrolyse muf 
negativ ausfallen. Unter anderen Bedingungen kénnen namlich weitere 
Aldehyde in der Zelle mit der fuchsinschwefligen Saure reagieren. So findet 
bei der Plasmalreaktion auch ohne Hydrolyse eine Aldehydreaktion stait 
(Romeis 1948). Pentosen haben in sauren Medien keine freien Aldehyd- 
gruppen. Daher ist es méglich, auf Grund der verschiedenen Zuckerkompo- 
nenten RNS und DNS mit Hilfe der Nuclealfarbung zu unterscheiden. 

Die fuchsinschweflige Saéure wurde nach der Originalvorschrift von 
Feulgen und Rossenbeck (1924) mit Diamantfuchsin (Merck) ange- 
setzt. Die Hydrolyse wurde mit n-HCl bei 60°C (Thermostat) in geschlos- 
senen Gefafen durchgefiihrt. Die optimale Hydrolysendauer wurde in Ver- 
suchsreihen ermittelt. Sie betrug 8 Minuten. Nach der Hydrolyse wurden 
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die Praiparate kurz in kalte n-HCl getaucht und kamen dann fiir 4—5 
Stunden in fuchsinschweflige Saéure. Um die fuchsinschweflige Saure sicher 
zu entfernen und damit eine Pseudofarbung weitgehend auszuschlieBen, 
war es erforderlich, die Praparate achtmal 15 Minuten mit stets frisch be- 
reitetem SO,-Wasser zu spiilen (kiirzere Behandlung ergab eine Rotfarbung 
des Alkohols bei der Herstellung von Dauerpraparaten). Ein Teil der Pra- 
parate wurde in SO,-Wasser untersucht. Zur Herstellung von Dauerprapa- 
raten wurden die Schnitte nach der SO,-Behandlung 30 Minuten in flie- 
Bendem Leitungswasser gewassert und iiber Alkohol und Xylol in Caedax 
eingebettet. Die Kontrollen kamen fiir 2 Minuten in kalte n-HCl. Um eine 
Autohydrolyse zu vermeiden, blieben die Kontrollen nur 20 Minuten in 
fuchsinschwefliger Saure (Milovidov 1949, 1954). 

Das Gewebe wurde mit Hilfe der Gefriertrocknung fixiert. Die Mikro- 
tomschnitte kamen nach der Entparaffinierung durch Xylol 24 Stunden in 


fem —— \y 
hy v2 


ungelarbles Stroma 


Prindtgrana 


Abb. 5. Proplastiden aus dem Blattmeristem von Helianthus tuberosus nach der 
Gefriertrocknung. Feulgen-Reaktion nach einer halben Stunde Desoxyribonuclease- 
Behandlung. Die Kerne zeigen nur eine schwache Reaktion, wahrend die Primiér- 
grana deutlich gefarbt sind. Das Stroma ist nicht gefairbt und kaum zu erkennen. 
Griinfilter. AbbildungsmaBstab 900:1, Nachvergréferung 4X. 


abs. Alkohol zur Entfernung der eventuell vorhandenen Plasmalogene 
(Milovidovy 1949, 1954). Zur Beurteilung der Fixation der Proplastiden 
nach der Gefriertrocknung und der Hydrolyse wurden einige Schnitte einer 
Serie mit basischen Farbstoffen gefarbt. Nach der Hydrolyse war dic 
Struktur der Proplastiden gegeniiber den unbehandelten Kontrollen gut 
erhalten. 

Die Nuclealfarbung wurde an den Sprofenden von Chlorophytum 
comosum und Helianthus tuberosus durchgefiihrt. Die Beobachtung erfolgte 
im Hellfeld mit und ohne Griinfilter. 

Die Kerne zeigten bereits nach 1 Minute Hydrolyse eine schwache Re- 
aktion mit der fuchsinschwefligen Saure. Die Nucleolen waren nicht ge- 
farbt. In den embryonalen Zellen erkannte man an giinstigen Stellen Pro- 
plastiden mit einem rotviolett gefarbten Primargranum. Das Stroma war 
nicht gefarbt. Die Beobachtungen wurden erschwert durch den stark ge- 
farbten Kern, der den gréften Teil der Zelle einnimmt. Zudem liegen die 
Proplastiden meist dicht am Kern. Bei einem Versuch, die Feulgen-positive 
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Substanz zu entfernen, reagierten die Kerne nach einer halben Stunde 
Desoxyribonuclease-Behandlung nur noch schwach mit der fuchsinschwef- 
ligen Saure, wihrend die Grana der Proplastiden eine deutliche Farbung 
zeigten (Abb. 5). Entsprechend der Fixation (Kontrollen mit basischen Farb- 
stoffen) konnte man nun regelmafig in den voll teilungsfahigen Zellen 
Proplastiden mit Feulgen-positivem Primargranum erkennen. Die Farbung 
war schwach, aber deutlich sichtbar und photographisch darstellbar. Die 
Aufnahmen wurden bei maximaler Beleuchtung und offener Blende auf- 
genommen. Wenn nicht jedes Proplastid dieses gefarbte Granum aufwies 
oder oft in ganzen Zellkomplexen kein Feulgen-positives Granum zu finden 
war, so war das hauptsachlich durch die Fixation bedingt. Die mit basischen 
Farbstoffen gefarbten Kontrollen zeigten dann entsprechend schlecht fixierte 
und gefiarbte Proplastiden. In den sich differenzierenden Zellen war die 
Reaktion der Primargrana nicht eindeutig und immer vorhanden. Es ist 
méglich, da in den bereits herangewachsenen Grana dieser Zone die DNS 
so diffus verteilt ist, da sie mit dieser Methode nicht mehr erfaft werden 
konnte (vgl. Milovidov 1949, 1954). Sichere Aussagen lassen sich nur 
iiber die Proplastiden der voll teilungsfahigen Zellen machen. In den Kon- 
trollen reagierten weder die Kerne noch die Proplastiden mit der fuchsin- 
schwefligen Saure. Demnach kann man von einer echten Nuclealfarbung 
des Primargranums sprechen und vermuten, daf die Primirgrana DNS 
enthalten. 


Die Anwendung der Desoxyribonuclease 


Die Nuclealfarbung gilt allgemein als spezifischer Nachweis von DNS 
(zus. Lit. Sandritter 1955). In extranuclearen Strukturen kann die 
Nuclealfarbung allein fiir den Nachweis der DNS nicht ausreichen. Trotz 
Einhaltung der genauen Vorschriften kénnen weitere unbekannte Sub- 
stanzen mit der fuchsinschwefligen Saure reagieren. Es muf folglich der 
Nachweis erbracht werden, daft die Nuclealfarbung tatsachlich auf der 
Reaktion der DNS beruht. Dieser Nachweis ist allein méglich durch die 
spezifische Entfernung der DNS mit dem entsprechenden Ferment. 


K unitz (1950) gelang die Kristallisation der Desoxyribonuclease (DN). 
Sie wirkt als Depolymerase und baut die hochpolymere DNS spezifisch 
ab, wahrscheinlich bis zu Tetranucleotiden (Fischer 1942). Diese Spalt- 
stiicke reagieren nicht mehr mit der fuchsinschwefligen Saure. Das Aus- 
bleiben der Nuclealfarbung nach Anwendung kristalliner DN darf dem- 
nach als Beweis fiir die Anwesenheit der DNS gewertet werden. 


Es wurde kristalline DN von der Fa. Worthington, USA, verwandt. 
Die Lésung wurde nach den Angaben von Kaufmann, Gay und 
McDonald (1951) hergestellt: 1 mg DN wurde in 10cm? Aqua dest. von 
pH 6 (eingestellt mit verdiinnter NaOH), dem 0,003 M MgSO, als Aktivator 
zugesetzt waren, aufgelést. Die Schnitte wurden bei Zimmertemperatur 
mit DN behandelt. Anschlieend wurden sie 20 Minuten in Aqua dest. ge- 
wiassert und nach Feulgen gefarbt. Die Kontrollen blieben in 0,003 M 
MgSO? von pH 6 (Fixation und Vorbehandlung siehe Seite 30). 
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Da die Feulgen-Reaktion an den Proplastiden von Helianthus tuberosus 
gut reproduzierbar war, wurden die Untersuchungen nur an diesem Objekt 
durchgefiihrt. 

Nach einer halben Stunde DN-Behandlung zeigten die Kerne nur eine 
schwache Farbung. Das Primargranum war dann aber deutlich rotviolett 
gefarbt (Abb. 5). Selbst nach 2, 3 und 4 Stunden Einwirkung von DN rea- 
gierten die Primargrana schwach mit fuchsinschwefliger Saure. Erst nach 
fiinfstiindiger Behandlung mit dem Ferment waren die Primargrana kaum 
noch gefarbt (Abb. 6). In den Kontrollen (Schnitte eines Bléckchens) waren 
dann aber regelmaBig gefarbte Primargrana zu sehen. Abb. 5 und 6 wur- 
den an Schnitten gemacht, die von einer Schnittserie stammten. Sie zeigen 
beide Aufnahmen von Proplastiden aus dem Blattmeristem, Abb. 5 nach 
halb-, Abb. 6 nach fiinfstiindiger Behandlung mit DN. 


Ken) , 


Froplastiden 


6 


Abb. 6. Proplastiden aus dem Blattmeristem von Helianthus tuberosus nach der 

Gefriertrocknung. Feulgen-Reaktion nach fiinfstiindiger Behandlung mit Desoxy- 

ribonuclease. Die Primargrana der Proplastiden sind nicht mehr gefarbt. Griin- 
filter. AbbildungsmaRstab 900 : 1, NachvergréRerung 4X. 


Nach der Behandlung mit kristalliner DN zeigten die Primirgrana der 
Proplastiden keine Reaktion mit der fuchsinschwefligen Saure mehr. Es 
ist demnach anzunehmen, daf die Nuclealfarbung der Primargrana auf die 
Anwesenheit von DNS zuriickzufiihren ist. 

Wenn die DNS des Primargranums im Vergleich zum Kern erst nach 
verhalinismaBig langer Einwirkungszeit der DNS abgebaut werden konnte, 
so kann man das dadurch erklaren, daB die DNS in dem locker gebauten 
Kern dem Ferment viel leichter zuganglich ist als in dem kompakt gebauten 
Primargranum. Nach den Untersuchungen mit Trichloressigsdure wurde die 
basophile Substanz, die nach der Entfernung der RNS noch fiir eine Far- 
bung der Grana verantwortlich war, auch erst nach langer Behandlung eni- 
fernt. Trichloressigsaure und DN stimmen somit iiberein, so daB es nun- 
mehr wahrscheinlich ist, daf diese basophile Substanz mit DNS identisch ist. 

Uber das Vorkommen von DNS in extranuclearen Strukturen liegen 
bisher nur wenige Angaben vor. So sollen nach Metzner (1952) in den 
Grana der Chloroplasten neben RNS auch DNS lokalisiert sein. Er kommt 
zu diesem Ergebnis nach Anwendung der Methylgriinfarbung, die nach 
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Behandlung mit Trichloressigsiure und n-NaCl ausbleibt. Methylgriin ist 
nach neueren Untersuchungen (zus. Lit. Sandritter 1955) aber nicht 
spezifisch fiir hochpolymere DNS, sondern besitzt wie alle anderen basischen 
Farbstoffe nur eine ,relative Spezifitat* fiir alle NS in Verbindung mit 
Nucleasen. Trichloressigsdure extrahiert neben DNS auch RNS, und nach 
eigenen Erfahrungen besitzt auch n-NaCl keine spezifische Wirkung (vgl. 
auch Hagedorn 1955), so daft ein Ausbleiben der Methylgriinfarbung 
nach diesen Extraktionsmitteln nicht als Nachweis von DNS angesehen 
werden darf. Chiba (1951) schlie®t auf Grund der Feulgen-Farbung, die 
nach Behandlung mit Trichloressigsdure nicht mehr vorhanden ist, ebenfalls 
auf einen Gehalt an DNS in Chloroplasten. Eine Lokalisation gibt er nicht 
an. Vermutlich ist es nach seiner Fixation (Alkohol + Glycerin) auch gar 
nicht méglich, Grana und Stroma zu unterscheiden. Es bedarf noch weiterer 
Untersuchungen, um zu klaren, ob Chloroplasten tatsaichlich DNS enthalten, 
zumal mit biochemischen Methoden bisher kein sicherer Nachweis gelungen 
ist (vgl. Kern 1956) und auch Straus (1954) an Chromoplasten mit cyto- 
chemischen Methoden (Feulgen-Reaktion) keinen Nachweis von DNS brin- 
gen konnte. 

Uber das Vorkommen von DNS in extranuclearen Strukturen berichtet 
ebenfalls Kato (1955, vgl. auch Warden 1955). In Keimwurzeln junger 
Samlinge verschiedener Lilium-Arten konnte er ,,extranuclear bodies“, die 
DNS enthalten, darstellen. Er hielt sie nicht fiir Fixationsartefakte, da sie 
regelmaftig vorhanden sind, sondern vermutet, da sie vom Kern aus ihren 
Ursprung nehmen. Nach der Lage in der Zelle, der Gestalt und dem Vor- 
kommen in nur meristematischen Zellen kénnte man annehmen, daf sie 
mit den Primargrana der Proplastiden identisch waren. Besonders in Abb. 3 
und 5 erkennt man um den stark gefarbten ,,Kérper“ einen Saum, in Abb. 3 
mit einem amdboiden Fortsatz, wie er fiir das Stromaplasma charakteri- 
stisch ist. Da auch in den Wurzelmeristemen Proplastiden mit einem 
Primargranum vorhanden sind, konnte bereits Bartels (1955) zeigen. 
Gegen die Vermutung, daft die ..extranuclear bodies“ mit den Primargrana 
identisch sind, spricht aber die Beobachtung von Kato, daf sie ,of chro- 
matic nature with desoxyribonucleic acid in highly polymerized state but 
not of nucleolar substances“ sind. Nach den Untersuchungen dieser Arbeit 
enthalt das Primargranum der Proplastiden neben DNS auch RNS, also 
auch ,nucleolar substances“. Das Material ware daraufhin noch zu unter- 
suchen. 


Zusammenfassung der Ergebnisse 


1. Die Ergebnisse von Strugger (1953) an Chlorophytum comosum 
nach der Fixation mit dem Gemisch von Le witzky konnten bestatigt 
werden: Jedes Proplastid enthalt ein durch basische Farbstoffe anfarbbares 
Primargranum. Ein Nachweis von Nucleinsauren in Proplastiden war aber 
nach dieser Fixation nicht méglich. 

2. Die Struktur der Proplastiden von Chlorophytum comosum und 
Helianthus tuberosus (Strugger und Perner 1956) blieb auch nach 
der Fixation mit Hilfe der Gefriertrocknung erhalten. 
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Die Untersuchungen iiber das Vorkommen von Nucleinséuren in Pro- 
plastiden wurden daher an gefriergetrocknetem Gewebe durchgefiihrt. 

3. Nach der Behandlung der Schnitte mit kristalliner Ribonuclease wurde 
eine Abnahme der Basophilie der Proplastiden beobachtet: Das Stroma 
farbte sich kaum und das Primargranum nur noch schwach mit basischen 
Farbstoffen. Diese Beobachtungen sprechen fiir das Vorkommen geringer 
Mengen RNS im Stromaplasma, wahrend der Hauptanteil der RNS im 
Primargranum lokalisiert ist. 

4. Der Abbau der RNS in Proplastiden durch Ribonuclease wurde durch 
eine Substanz beeinflu@t, die nicht identifiziert werden konnte. 

5. Daf der gréRie Teil der Basophilie der Proplastiden auf den Gehalt 
an RNS zuriickzufiihren ist, zeigten auch die Untersuchungen mit n-HCl, 
HCIO, und 0,14n NaCl, ebenfalls die Fallung der Nucleinséuren mit 
Lanthanionen. Trichloressigsiure vernichtete die gesamte Basophilie der 
Proplastiden, was darauf hindeutete, daR neben RNS im Primargranum 
auch DNS vorhanden sein kénnte. 

6. Das Primargranum in den voll teilungsfahigen Zellen zeigte eine 
echte Nuclealfairbung. Nach Anwendung kristalliner Desoxyribonuclease 
farbte sich das Primargranum aber nicht mehr mit der fuchsinschwefligen 
Saure, so daf in den Primargrana der Proplastiden auch DNS lokalisiert 
sein diirfte. ; 

7. Cytochemische Untersuchungen haben ergeben, dafi die Primargrana 
der Proplastiden in den voll teilungsfahigen Zellen RNS und DNS ent- 
halten. Im Stromaplasma sind nur geringe Mengen RNS lokalisiert. Diese 
Ergebnisse sprechen fiir die Hypothese von Strugger. Sie berechtigen 


zu der Aussage, dafi das Stromaplasma und das Plasma des Primargranums 
chemisch gesehen zur identischen Reduplikation befahigt sein kénnen. 


Die Arbeit wurde als Dissertation am Botanischen Institut der Uni- 
versitat Miinster i. Westf., Direktor Prof. Dr. S. Strugger, durchgefiihrt. 
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Introduzione 


Le Characeae hanno, fin dai primi studi naturalistici sperimentali, atti- 
rato l’attenzione dei ricercatori, non solo dal punto di vista morfologico, 
ma soprattutto da quello fisiologico, con particolare riguardo agli studi 
protoplasmatici. Cid é dovuto principalmente al fatto che esse sono le 
uniche piante (ad eccezione delle alghe del genere Valonia) che abbiano 
cellule di dimensioni veramente eccezionali, tali da permettere con facilita 
il prelevamento del contenuto di ciascuna di esse in quantita sufficiente 
per tutta una serie di analisi chimiche e chimico-fisiche. 

Per quanto concerne la colorazione vitale, la prima applicazione di 
questo metodo di ricerca alle Characeae risale ad Overton (1890), ma 
appena nel 1922 ha inizio una serie di studi sistematici, con metodi colori- 
metrici, spettrofotometrici e potenziometrici sulla penetrazione e sull’accu- 
mulo dei coloranti basici nelle cellule internodali di diverse specie di 
Nitella, soprattutto in relazione ai diversi fattori chimico-fisici, quali i 
valori del pH delle soluzioni coloranti esterne e del succo cellulare, l’anda- 
mento della dissociazione dei coloranti, la loro concentrazione nelle cel- 
lule, ece. 

Irwin (1922, 1923), elaborato un metodo analitico quantitativé per la 
misura della concentrazione del bleu cresile brillante nel succo cellulare di 
Nitella sp., constata la stretta relazione esistente tra il valore di essa e il pH 
della soluzione esterna. Contemporaneamente Hoagland e Davis 
(1923) compiono l’analisi chimica del succo cellulare di Nitella clavata e 
rivelano che esso é tamponato a pH 5.2, ma che questo valore pud essere 
aumentato da soluzioni anche fortemente diluite di sali di ammonio, che 
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penetrerebbero molto facilmente!. Applicando questo metodo alla pene- 
trazione del rosso neutro e del bleu cresile brillante. McCutcheon e 
Lucke (1924) constatano che, elevando il pH del succo cellulare, detta 
penetrazione verrebbe ad essere notevolmente ridotta, e cid é confermato 
anche da Irwin (1925) in Nitella sp. Studiando infine la fuoriuscita del 
bleu cresile brillante da cellule della stessa pianta, Irwin (1926b) nota 
altresi, che essa viene favorita da un aumento del pH del succo cellulare, 
ottenuto con lo stesso mezzo. 

Intanto Irwin (1926a) pone la sua attenzione ad un altro problema, 
e cioé alla forma nella quale i coloranti basici penetrano nelle cellule. 
Confrontando la curva di dissociazione del bleu cresile brillante, con le 
concentrazioni dello stesso nel succo vacuolare a diversi valori di pH della 
soluzione esterna, deduce che la penetrazione avviene soltanto sotto forma 
di base indissociata liposolubile, confermando Ilipotesi gia espressa in pre- 
cedenza per la prima volta da Overton (1900) e successivamente da 
altri Aa. quali Harvey (1911), Nierenstein (1920) 2. 

In ulteriori ricerche con il bleu di metilene e la trimetiltionina Irwin 
(1929) riconferma questi fatti e successivamente (Irwin 1931) studiando 
la penetrazione del colorante in cellule di Nitella flexilis, cerca di spiegare 
le modalita del suo accumulo. 

Cazalas (1930), studiando levoluzione del sistema vacuolare in 
Nitella sp. e Chara sp., colora vitalmente col rosso neutro e il bleu cresile 
brillante: i suoi risultati, che perd non cerca di interpretare, sono sotto 
questo punto di vista, piuttosto contradditori, probabilmente per il man- 
cato controllo del pH della soluzione colorante, o forse anche per differenti 
stati fisiologici delle cellule stesse. 

Collander, Lonegren e Arhimo (1943) riprendono ancora in 
esame la penetrazione del rosso neutro nelle cellule di alcune piante, fra 
cui Chara ceratophylla e Tolypellopsis stelligera e calcolano la costante di 
dissociazione di questo colorante e i suoi rapporti con l’andamento della 
permeazione. 

Il problema della colorazione vitale con coloranti basici e della loro 
penetrazione a diversi valori di pH della soluzione esterna, era perd gia 
stato studiato in precedenza da Strugger (1936, 1940b) per il rosso 
neutro e per l’arancio di acridina (Strugger 1940a) e da Drawert 
(1939, 1940). 

Tutti questi lavori, pur apportando indubbi contributi sperimentali alla 
conoscenza della colorazione vitale con coloranti basici, tuttavia non 
riuscirono a dire una parola definitiva su quello che é il problema di base, 
cioé sulla natura dell’accumulo nel succo cellulare, da cui, in definitiva 
dipende l’andamento della penetrazione. Appena Hifler (1947), distin- 


1 In effetti, non sono i sali di ammonio che penetrano nelle cellule, ma soltanto 
il gruppo NH, e l’ammoniaca (Collander, Turpeinene Fabritius 1931, 
K ral 1956), la cui facilita di permeazione é stata messa in evidenza per la prima 
volta da De Vries (1871). 

2 Citati da Irwin (1926a). 
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guendo i succhi cellulari in pieni e vuoti (volle und leere Zellsafte) e appli- 
cando all’accumulo dei coloranti basici nei succhi cellulari vuoti il con- 
cetto della trappola di ioni (lonenfalle) ci ha dato una parola definitiva 
sull’argomento. Recentemente, infine, Kinzel (1954b) pone le basi teo- 
riche chimico-fisiche, per spiegare l’accumulo degli ioni colorati nei succhi 
cellulari vuoti. 


Parte sperimentale 


Le presenti ricerche, eseguite dal maggio al luglio 1956, nel Pflanzen- 
physiologisches Institut dell’Universita di Vienna, diretto dal prof. K. H6 f- 
ler, che qui ringrazio vivamente per la cortese ospitalita e per avermi con- 
sigliato questo lavoro, concernono uno studio su Nitella mucronata A. Br. 
e su Chara crinita Wallr. relativo alla colorazione vitale con coloranti basici 
e alla natura dei succhi vacuolari, allo scopo di stabilirne le caratteristiche, 
di verificare la validita delle ricerche precedenti e di apportare un ulteriore 
contributo allo studio, gia iniziato da Héfler e Schindler (1955) 
sulla distribuzione dei succhi pieni e vuoti nelle alghe di acqua dolce. 

Il materiale usato nella sperimentazione proviene, per la prima specie, 
dall’« Augarten », l’orto botanico dell’Istituto, dove da molti anni viene 
coltivata in una vasca, e per la seconda, dal Neusiedlersee, non lontano da 
Vienna, dove é stata raccolta dalla dr.s* E. Fetzmann, che ringrazio ancora 
per le determinazioni. 

Ogni serie di esperimenti é stata preceduta da ricerche preliminari 
sulla plasmolisi e sulla centrifugazione, sia per controllare la vitalita delle 
cellule durante le colorazioni, quando non era possibile accertarla con 
losservazione delle correnti protoplasmatiche*, sia per facilitare l’esame 
microscopico delle cellule stesse, e, in particolare, dei vacuoli. Nelle 
Characeae, infatti, i cloroplasti ovali e piccoli, strettamente addossati gli 
uni agli altri, ricoprono completamente tutta la superficie della cellula, 
e soltanto dopo averli fatti depositare con la suddetta tecnica a un’estre- 
mita, é possibile osservare chiaramente i vacuoli. L’osservazione, nelle due 
specie in questione é facilitata, inoltre, dal fatto che, almeno nelle porzioni 
pitt giovani, mancano incrostazioni 0 comunque depositi di sali di calcio. 

Fin dai primi esperimenti orientativi, entrambe le specie studiate, cosi 
come gia Jost (1929) aveva notato per Chara coronata, si sono dimostrate 
particolarmente sensibili di fronte alla plasmolisi: infatti essa é talora irre- 
versibile ma sempre porta, dopo un tempo pit o meno breve, alla morte 
delle cellule, in quanto la contrazione del protoplasto provoca danni 
irreparabili in quelle zone in cui esso si distacca dalla parete cellulare 
(plasmolisi concava). 

Le ricerche con Nitella mucronata (Tab. 1) hanno dimostrato che il succo 
cellulare @ isotonico con soluzioni di glucosio 0.225M, ma che una vera e 


8 —” stato osservato spesso, durante la penetrazione del colorante, un arresto 
temporaneo delle correnti protoplasmatiche, che possono, talora, arrestarsi o rallen- 
tare anche per azioni meccaniche molto difficili ad evitarsi durante l’allestimento 
dei preparati per l’osservazione. 
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propria plasmolisi (plasmolisi limite), avviene con soluzioni 0.250 M. Le 
differenze fra il valore della plasmolisi e della deplasmolisi sono da attri- 
buire in gran parte alla forza di adesione fra membrana cellulosica e pro- 
toplasmatica, ma anche alla rigidita di quest’ultima, rigidita confermata dai 
danni che vengono prodotti dalla plasmolisi stessa. La rottura del plasma- 
lemna (strato protoplasmatico esterno) é molto evidente per le fessure che 


Tab. 1. Valori di plasmolisi e deplasmolisi in Nitella mucronata. 





Esperimenti Plasmolisi Deplasmolisi 








Sol. glucosio % 4 | 3 4 
| 





0,200 M | | = = 
0,225 M a2 ae 2a: 
0,250 M | a os | 


























si manifestano nel sottostante strato di cloroplasti, le quali, deplasmoliz- 
zando, non si richiudono, e a cui, probabilmente é da attribuire la morte 
della cellula. 

Le ricerche con Chara crinita (raccolta negli stagni salati a oriente del 
Neusiedlersee) hanno dato, pit! o meno, gli stessi risultati, con la differenza 
che il valore della pressione osmotica é pit elevato, essendo equivalente 
a soluzioni 0.65 M di glucosio. 

In conseguenza di questi fatti, ogni qual volta é stato necessario ado- 











Fig. 1. Nitella mucronata: cellula di un ramo laterale dopo la centrifugazione. 
c cloroplasti, p plasma, i inclusi, v vacuolo. 


perare il metodo plasmolitico per controllare la vitalita delle cellule, non 
é stato possibile utilizzare lo stesso materiale per osservazioni ulteriori. 
Di fronte alla centrifugazione, Nitella mucronata e Chara crinita si 
comportano in maniera molto diversa: per la prima specie (Fig. 1), dopo 
10 minuti a 2000 giri (r=12cm.) ha luogo il deposito, prima dei cloro- 
plasti, poi di una parte del plasma e infine di tutti gli inclusi vacuolari 
(principalmente i caratteristici globuli); per la seconda, anche dopo 45 mi- 
nuti a 2800 giri, ha luogo soltanto il deposito degli inclusi e di una piccola 
parte del plasma. La vitalita delle cellule non viene, in entrambi i casi, 
eccessivamente danneggiata, e anche in Nitella, pur non avendo luogo il 
ripristino delle condizioni primitive, dopo alcuni giorni le cellule conser- 
vano la loro piena attivita e plasmolizzano normalmente. In Chara, non 
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ostante limpossibilita di spostare i cloroplasti con la centrifugazione, si 
sono potute fare egualmente alcune osservazioni, in quanto, talora le cellule 
internodali ne sono prive. 

a) Colorazione con coloranti basici. — Sono stati usati i seguenti colo- 
ranti basici, disciolti in tamponi fosfatici 1/150M a diversi valori di pH. 
secondo le indicazioni di Kinzel (1954a) in concentrazioni 1 : 10.000: 
bleu cresile brillante (Griibler), rosso neutro (Griibler), bleu toluidina st. 
(Bayer), corifosfina O (Bayer) e arancio di acridina (Bayer). 

In Nitella mucronata la colorazione con i diacromi rosso neutro, bleu 
cresile brillante e bleu toluidina, permetie di rilevare il fenomeno della 
metacromasia, particolarmente evidente per il primo di essi. Infatti con 
tempi di colorazione di 10 minuti, a valori di pH della soluzione esterna 
sufficientemente bassi, tali che per l’elevata dissociazione del colorante, la 
permeazione avvenga molto lentamente (Tab. 2), i succhi cellulari non 
presentano ancora alcuna colorazione, mentre i caratteristici inclusi glo- 
bulari dei vacuoli si colorano debolmente, ma rapidamente in rosso violetto 
col rosso neutro, in azzurro chiaro e rispettivamente in bleu verde con gli 
altri due coloranti. A valori di pH pit elevati, ha luogo, invece, la colora- 
zione del succo cellulare, rispettivamente in rosso fragola, bleu violetto 
piu chiaro e pit scuro, ma non é pid possibile, a causa della maggiore inten- 
sita della colorazione, distinguere gli inclusi. Centrifugando si possono 
comparare tuttavia i toni della colorazione dei vacuoli e degli inclusi 
e constatare che in questi ultimi non ci sono variazioni sensibili rispetto alle 
osservazioni fatie pili sopra. Comunque questa differenza di tonalita é molto 
spiccata per il rosso neutro, meno per gli altri due coloranti. 

La colorazione degli inclusi, inoltre, non é un fenomeno costante come 
quello dei succhi vacuolari e si manifesta soltanto nelle cellule di deter- 
minate piante, mentre in altre non avviene. 

Anche lintensita di colorazione, che non dipende dalla durata della 
colorazione stessa (@ eguale dopo pochi minuti come dopo 24 ore di per- 
manenza nella soluzione colorante tamponata) varia da pianta a pianta, 
ma in generale é piuttosto debole. Molto probabilmente in questo caso l'ac- 


cumulo del colorante é dovuto a un legame salino con una sostanza propria 
degli inclusi, come si pud dedurre dalla rapidita della colorazione e dalla 
sua tonalita, la quale perd non sarebbe sempre presente, né nella stessa 
quantita. 


Unalira differenza nella tonalitaé e pit’ ancora nell intensita della colo- 
razione dei vacuoli, si manifesta fra cellule giovani e cellule adulte : nelle 
prime infatti, la concentrazione del colorante é molto pid elevata e di con- 
seguenza la colorazione piu intensa. La ragione di questo fenomeno é da 
ricercarsi in una maggiore acidita del succo cellulare delle cellule pit 
giovani, dato che fin da ora, particolarmente per le manifestazioni di meta- 
cromasia, si pud arguire che l’accumulo del colorante nei vacuoli di queste 
piante avvenga in forma ionica. 

In Chara crinita, nelle cellule internodali prive di cloroplasti, sono 
state notate le stesse modalita di colorazione che nei succhi vacuolari di 
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Nitella, con una differenza fra le cellule corticali e quella internodale ad 
esse sottostante. In un primo tempo, infatti, subito dopo la colorazione. 
i vacuoli di queste cellule presentano lo stesso tono e intensita di colora- 
zione. Dopo un tempo che pud variare da 10 minuti a qualche ora, ha luogo 


Fig. 2. Internodio di Chara crinita colorato con rosso neutro. Il colorante che in 
un primo tempo colora uniformemente i vacuoli delle cellule corticali e di quella 
internodale, successivamente passa completamente nel vacuolo di quest’ultima. 


invece una lenta decolorazione delle cellule corticali e un aumento cor- 


rispettivo di intensita di quella internodale (Fig. 2). Evidentemente. dato 
che il tampone in cui é immersa la pianta rimane incolore, il colorante deve 


necessariamente passare da queste cellule corticali in quelle internodali. 


Tab. 2. Metacromasia in Nitella mucronata. 





Rosso neutro Bleu cres. bril. Bleu toluidina 


vacuoli_ inclusi | vacuoli inclusi vacuoli  inelusi 





pH 
pH 
pH 
pH 11.2 


Col segno (+) sono stati indicati quei casi positivi in cui la colorazione degli 
inclusi ¢ stata possibile osservare soltanto dopo la centrifugazione delle cellule. 


Cid & messo meglio in evidenza dai fluorocromi, come si vedra in seguito. 

Con larancio di acridina e la corifosfina O il fenomeno della meta- 
cromasia é molto evidente. In Nitella mucronata, con arancio di acridina 
a bassi valori di pH (4.8), le membrane danno fluorescenza rosso viva. 
mentre i vacuoli sono incolori, ad eccezione degli inclusi, con leggera 
fluorescenza verde chiara. A pH 9 invece. si osserva nelle membrane il 
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viraggio dalla fluorescenza rossa a quella verde chiaro, mentre i vacuoli, 
prima incolori, ora hanno una bellissima fluorescenza rosso-viva e gli inclusi 
non variano il loro aspetto. Con la corifosfina a pH 4.8 le membrane danno 
fluorescenza rosso-bruno, i vacuoli sono incolori e gli inclusi danno fluore- 
scenza verde chiaro. A pH 9 la fluorescenza delle membrane vira al verde, 
i vacuoli ne danno una rosso-bruna e gli inclusi non variano. Anche con 
questi coloranti si notano quindi gli stessi aspetti che con i diacromi, in 
quanto i succhi vacuolari danno la fluorescenza caratteristica dei cationi 
liberi, mentre ’accumulo del colorante negli inclusi. che non avviene sempre, 
da la fluorescenza caratteristica del sale colorato. 


Tab. 3. Tempi dopo i quali si hanno manifestazioni di necrosi in cellule di 
Nitella mucronata colorate per 10 minuti in sol. coloranti 1 : 10.000. 





Non 


he Centrifugate 
centrifugate 8 





Rosso neutro . .. 2... — 
Arancio acridina ...... - _— 
Bleu cresile brillante . .. . — 22 ore 
Biee toluidina . . ... 2. ~ 16 ore 8 ore 
CAMTIOME Ss 5 5 a Sa Be 4—5 ore i—3 ore 


Tutte le osservazioni al microscopio a fluorescenza, ancor di pit che nel 
caso dei diacromi, debbono venir effettuate dopo aver allontanato i cloro- 


plasti con la centrifugazione, a causa della fluorescenza propria della cloro- 


filla. 


La centrifugazione, perd, pur non apportando danni immediati alla 
vitalita delle cellule, ne abbassa i limiti di resistenza rispetto ai coloranti 
(Tab. 3). Infatti, mentre il rosso neutro e l’arancio di acridina sono perfet- 
tamente innocui, il bleu cresile brillante (soltanto per le cellule centrifugate 
e in misura molto piccola), il bleu toluidina e ancor di pit la corifosfina 
determinano, nelle cellule, dopo un tempo pitt o meno lungo, fenomeni di 
necrosi particolarmente evidenti con quest’ultimo colorante, per il carat- 
teristico viraggio della fluorescenza del succo vacuolare, dal rosso-bruno 
al verde, alla morte delle cellule stesse. Questa variazione della fluore- 
scenza della corifosfina @ probabilmente della stessa natura di quella 
descritta da Strugger (1940a) per l'arancio di acridina. 

I fenomeni di necrosi si manifestano principalmente per la contrazione 
del protoplasto e della comparsa di questo fenomeno é stato tenuto conto 
nella Tabella 3: con la plasmolisi, perd, ancora per un breve tempo dalla 
comparsa di queste manifestazioni, si ha reazione positiva. 

In Chara crinita si notano anche coi fluorocromi le siesse caratteristiche 
della colorazione coi diacromi e particolarmente evidenti sono le differenze 
di concentrazione del colorante fra cellula internodale e cellule corticali. 
in un primo tempo entrambe presentano la stessa fluorescenza (rossa con 
larancio di acridina e rosso-bruna con la corifosfina): ma dopo pochi 
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minuti ha inizio aumento nell’intensita della fluorescenza nella cellula 
internodale, mentre diminuisce in quelle corticali. Questa diminuzione 
é accompagnata anche da una variazione della fluorescenza stessa, che tende 
a divenire sempre pit: debole e che gradatamente passa al verde. Potrebbe 
darsi che questo viraggio della fluorescenza nelle cellule corticali sia dovuto 
alla presenza, nei vacuoli, di piccole quantita di sostanza di accumulo, 
cioé di una sostanza che si combina chimicamente col colorante ed impedisce 
quindi ad una porzione di esso. il passaggio verso la cellula internodale. 

Sulla natura di questa sostanza, ci possiamo infine chiedere se essa 
é nativa, cioé se era gia presente prima dellinizio della colorazione, o se 
sia stata secreta secondariamente dal protoplasma. Infatti Huber (1955) 
ha osservato qualcosa di simile in Mougeotia, nelle cui cellule, dopo 5—10 
minuti dalla colorazione, ha luogo un viraggio del colorante che indica la 
modificazione dei succhi cellulari da vuoti in pieni. 





Fig. 3. Precipitazione del rosso neutro in forma cristallina nei vacuoli di Nitella 
mucronata, dopo Valcalinizzazione del succo cellulare (Microfotografie eseguite dal 
dr. W. Url, che ringrazio cordialmente). 


b) Reazione dell’'ammoniaca. — Hoagland e Davis (1923) hanno 
messo in evidenza in Nitella clavata leffetto alcalinizzante dei sali di am- 
monio sul succo cellulare e, prima Héfler (1947, 1948), poi Wiesner 
(1951) e altri hanno applicato questa reazione (ma con NH,) per la distin- 
zione dei succhi cellulari pieni e vuoti. Infatti, come é noto, nei succhi vuoti 
il colorante viene concentrato in forma ionica e cid é possibile in quanto il 
succo cellulare é relativamente acido. Se perd con l’ammoniaca si produce 
la sua alcalinizzazione, allora la dissociazione del colorante regredisce e la 
base colorata liposolubile passa facilmente all’esterno, determinando in 
breve tempo la decolorazione del vacuolo. Nei succhi pieni, invece, cid non 
e possibile, dato che il colorante é legato chimicamente a determinati costi- 
tuenti vacuolari. Questa, dunque. @ una reazione fondamentale per la 
distinzione dei succhi vacuolari pieni e vuoti. 

Cellule di Nitella mucronata, previamente colorate con rosso neutro 
e con bleu cresile brillante, e poi poste in una soluzione M/200 di nitrato 
di ammonio‘, presentano una rapida decolorazione. Nel caso del rosso 
neutro essa é completa dopo pochi minuti, in seguito alla cristallizzazione 


4 Nelle presenti ricerche il normale metodo per lalcalinizzazione é stato modifi- 
cato. usando al posto di soluzioni di ammoniaca soluzioni di nitrato di ammonio. 
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del colorante, di cui si vedono, sparsi nel succo, minuti aggregati cristal- 
lini (Fig. 3). Il bleu cresile brillante, invece, non cristallizza, e in circa 
mezz ora, esce completamente dalla cellula nella soluzione esterna. In 
entrambi i casi la reazione é da considerare positiva, e quindi é confermato 
che in queste piante l’accumulo del colorante avviene in forma ionica, cioé 
che si tratta di succhi cellulari vuoti. 

Rimane da spiegare il diverso comportamento dei due coloranti, la cui 
ragione di essere é probabilmente dovuta alle loro diverse caratteristiche 
fisiche e chimico-fisiche, e principalmente al diverso grado di solubilita delle 
rispettive basi colorate indissociate. 

La penetrazione dell’ammoniaca nel succo cellulare, non provoca per se 
stessa, danni immediati alle cellule e anche dopo due o tre giorni dal trat- 
tamento esse non presentano alcuna alterazione. Lo stesso vale per le cellule 
che erano state colorate in precedenza e per quelle nei cui vacuoli ha avuto 
luogo la precipitazione dei cristalli di rosso neutro. L’unica azione visibile 
é Varresto immediato delle correnti protoplasmatiche. che riprendono 
nuovamente dopo qualche ora dal momento in cui le cellule sono state tolte 
dalla soluzione di sali di ammonio. 

In Chara crinita, sia le cellule internodali che quelle corticali, danno 
reazione positiva. In questo caso il trattamento con l’ammoniaca é stato 
effettuato subito dopo la colorazione, prima che si iniziasse il passaggio del 
colorante dalle cellule corticali verso quella internodale, e la decolorazione, 
sia per precipitazione, come nel caso del rosso neutro, che per passaggio 
del colorante nella soluzione esterna, nel caso del bleu cresile brillante, 
avviene rapidamente. 

c) Colorazione con Rodamina B. — La rodamina B é un colorante neutro. 
la cui costante di dissociazione é molto piccola, tanto che ai valori di pH 
coi quali si opera normalmente nelle colorazioni vitali, si trova sempre 
allo stato indissociato, in forma di base liposolubile (Strugger 1938, 


1949; Drawert 1939). La sua permeazione nel citoplasma é molto rapida, 


ma se i succhi cellulari sono vuoti, non ha luogo evidentemente nessun 
fenomeno di accumulo, data l’assenza degli ioni colorati, e di conseguenza 
i vacuoli rimangono incolori. Se é presente invece una colorazione vacuolare 
diffusa, allora significa che il colorante @ legato a determinate sostanze 
vacuolari (succhi cellulari pieni). 

Cellule di Nitella mucronata, poste per 10 minuti in soluzioni 1 : 2000 di 
Rodamina B, appaiono uniformemente colorate, ma dopo la centrifugazione, 
risulta molto evidente che cid é dovuto esclusivamente al citoplasma (che 
in queste piante ha un discreto spessore), e non al vacuolo. Molto pro- 
babilmente anche in questo caso ha luogo un accumulo del colorante nel 
plasma, come é stato gia notato in Bryopsis da Héfler, Url e Diskus 
(1956). 

In Chara crinita si hanno gli stessi risultati, soltanto in questo caso, come 
é gia stato detto in precedenza, l’osservazione non é tanto facile, data 
l'impossibilita di spostare lo strato dei cloroplasti e parte del plasma con 
la centrifugazione. 
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Discussione e conclusioni 


La maggior parte delle alghe di acqua dolce. fino ad oggi studiate, nelle 
quali laccumulo dei coloranti basici nei vacuoli avviene in forma diffusa, 
possiedono succhi vacuolari vuoti (Héflere Schindler 1955, Huber 
1955), in quanto la concenirazione del colorante nei vacuoli delle loro 
cellule avviene quasi sempre in forma ionica e non in forma salina (che 
caratterizza invece laccumulo nei succhi pieni. Héfler 1947, 1949 a). 
Questo é anche il caso delle due specie studiate nel presente lavoro (Nitella 
mucronata e Chara crinita) e per quanto é possibile oggi interpretare, in 
base alle considerazioni teoriche di Kinzel (1954 b) su questo fenomeno, 
dovrebbero avere succhi vuoti anche le diverse Characeae che sono state 
oggetto di ricerca sulle colorazioni vitali e sulla permeabilita, da parte di 
Overton (1890), [Irwin (1922—1931), Hoagland e Davis (1923), 
McCutcheon e Lucke (1924), Cazalas (1930) e Collander. 
Lonegren e Arhimo (1943). 

Gli elementi che rivelano la presenza di succhi cellulari vuoti sono molte- 
plici e consistono principalmente nei fenomeni di metacromasia (S tru g- 
ger 1940a, Héfler 1947), nel valore del pH della soluzione esterna, al 
quale inizia, per ogni singolo colorante l'accumulo nei vacuoli (Héfler 
e Schindler 1955, Hirn 1953), nella reazione dell’ammoniaca (H6fler 
1947, 1948, Wiesner 1951 e altri), nella loro non colorabilita con la roda- 
mina B (Drawert 1939) e infine, ma in senso negativo, nella contrazione 
vacuolare (Cholnoki e Héfler 1950), che infatti, per lo pid, é indice 
di succhi vacuolari pieni. 

In Nitella mucronata, come si é visto, le manifestazioni di metacromasia 
sono talora molto evidenti, in quanto, in cerie piante, mentre i succhi 
vacuolari danno la colorazione specifica dell’accumulo in forma ionica, 
i caratteristici inclusi globulari dei vacuoli, si colorano invece con le 
tonalita proprie dei coloranti legati chimicamente. A questo proposito 
é perd da rilevare, in primo luogo, che la colorazione degli inclusi non 
avviene sempre, ma solianto in cerie piante e che la sua intensita pud essere 
variabile, ma generalmente piuttosto bassa: la tonalita di colorazione coi 
diacromi ci indica che, in ogni caso, il colorante é legato chimicamenie; 
quella coi fluorocromi nel caso di colorazioni deboli non é molto probativa, 
perché la variazione della loro fluorescenza potrebbe essere attribuita, sia 
semplicemente alleffetto della concentrazione (Strug ger 1940a), sia alla 
presenza nei vacuoli, di una minima quantita di sostanza alla quale il 
colorante venga legato (Héfler 1954, Huber 1955). In secondo luogo 
il fatto che questo fenomeno non si manifesti costantemente pud essere 
spiegato soltanto ammetiendo che la sostanza con la quale il colorante si 
combina, in rapporto a determinate condizioni fisiologiche delle cellule, 
non sia sempre presente e che anche la sua concentrazione sia variabile. 

Uw ulteriore conferma sul carattere della colorazione degli inclusi é data 
dalla rapidita e dai relativamente bassi valori di pH della soluzione colo- 
rante esterna con cui essa avviene (Tab. 2), quando non ha ancora luogo 
laccumulo del colorante in forma ionica. 
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Gli inclusi vacuolari presentano grande affinitaé per i coloranti basici 
anche in Nitella syncarpa (Overton 1890), parallelamente a reazione 
positiva per i tannini e in Nitella sp. (Cazalas 1930) il rosso neutro colora 
metacromaticamente inclusi e succo cellulare (quest’ultimo in rosso fragola, 
caratteristico dei succhi vuoti), ma gli inclusi danno reazione negativa per 
i tannini e sono fortemente osmiofili>. Caratteristiche analoghe a quanto 
osservato in Nitella mucronata si ritrovano invece in altre alghe, quali 
Tribonema bombycinum (Dangeard, P. A. 1916), e Tr. viride (Héfler 
e Schindler 1955), i cui inclusi contengono sempre sostanze che si 
combinano col colorante, mentre, almeno per la seconda specie, i succhi 
vacuolari sono vuoti. 

In Chara crinita hanno luogo le stesse colorazioni vacuolari che in 
Nitella mucronata, soltanto che, dopo breve tempo dal prelievo delle cellule 
dalla soluzione colorante, le cellule internodali assumono un incremento 
di colorazione a scapito delle cellule corticali ad esse circostanti, che dopo 
circa mezz ora sono completamente incolore (Fig. 1). La spiegazione di 
questo fenomeno, alla luce della teoria di Kinzel (1954b) non é molto 
difficile. Infatti sull’accumulo dei coloranti basici nei succhi vuoti, non solo 
ha importanza il valore del pH della soluzione esterna, in rapporto alla 
costante di dissociazione dei singoli coloranti, ma anche principalmente 
il pH del succo vacuolare e il grado del suo tamponamento. In questo caso, 
quindi, due possono essere i fatti che determinano linsorgere di questo 
fenomeno, e precisamente, o si tratta di una maggiore acidita del succo 
vacuolare della cellula internodale rispetto a quelle corticali, o la prima 
é maggiormente tamponata rispetto alle seconde e di conseguenza queste 
subiscono, per effetto della penetrazione del colorante, un’alcalinizzazione 
notevolmente maggiore di quella internodale. L’effetto dell’azione alcaliniz- 
zante del bleu cresile brillante in cellule di Nitella sp. & stato misurato 
con diversi metodi da Irwin (1923a) ed @ sensibile (da pH 5.6 a 6.4). 
Qualcosa di simile avviene probabilmente anche in Chara crinita. Non ab- 
biamo pero elementi per decidere in favore dell’uno o dell’altro caso. Si pud 
dire soltanto che nella maggior parte delle piante i succhi vacuolari sono 
tamponati. e cid é stato constatato in Nitella clavata da Hoagland 
e Davis (1923): quindi ammesso che anche in Chara crinita succeda lo 
stesso, potrebbe darsi che questo fenomeno sia da attribuire a una vera 
e propria differenza di acidita del succo vacuolare. 

La reazione dell’ammoniaca é la prova pid sicura per rilevare la pre- 
senza di succhi cellulari vuoti. La rapida permeazione di questa sostanza 
nelle cellule e la sua azione alcalinizzante in vivo sui succhi cellulari, messa 
in evidenza da Hoagland e Davis (1923) in Nitella clavata, da 
McCutcheon e Lucke (1924) in Nitella sp. e da Ir win (1925, 1926 a) 
in Nitella sp. ha una notevole influenza sull’andamento della colorazione 


5 Anche in Nitella opaca (Hartel 1951) i caratteristici inclusi spinosi (Stachel- 
kugeln) sono esclusivamente di natura proteica e non é stato rilevato in essi alcun 
elemento che possa far pensare che qualche altra sostanza entri nella loro costitu- 
zione. 
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coi coloranti basici, quando i succhi cellulari sono vuoti. Infatti anche pic- 
cole variazioni del pH del succo cellulare (da pH 5.2 a 6.6, Mec Cutcheon 
e Lucke 1924; da pH 5.6 a 6 Irwin 1925) determinano un‘azione inibi- 
toria sulla penetrazione del bleu cresile brillante o comunque di un qua- 
Junque altro colorante basico, 0 un’azione favorevole alla fuoriuscita dello 
stesso. 

Non é ancora noto, infine, quale sia limportanza, in Nitella e Chara, 
dell'azione riduttrice sul bleu cresile brillante, da parte delle cellule che lo 
hanno accumulato in seguito alla colorazione vitale (Kiermayer 1954). 

La conoscenza di questi pochi dati e in particolare il fatto che l’azione 
di piccole variazioni del pH cellulare sieno sufficienti a determinare 
variazioni nell'assorbimento e nella fuoriuscita dei coloranti basici dai 
vacuoli, ci permettono di stabilire, che anche in queste specie di Nitella, di 
alcune delle quali purtroppo non conosciamo il nome, i succhi vacuolari 
sono vuoti. 

La stessa reazione positiva é stata rilevata, nel corso delle presenti 
ricerche, anche per Nitella mucronata e Chara crinita, ma mentre il bleu 
cresile brillante fuoriesce con lentezza dalle cellule trattate con soluzione 
di ammoniaca, il rosso neutro cristallizza rapidamente (pochi minuti dopo 
Vimmersione) (Fig. 2). E’ ovvio che lalcalinizzazione del succo cellulare 
determini una regressione nella dissociazione del colorante, piii o meno 


elevata, a parita di condizioni, a seconda della sua maggiore o minore 
costante di dissociazione. Cosi nel caso del rosso neutro, la cui costante di 
dissociazione K, = 10-*° (Hd6 flere Schindler 1955, da Collander) 
e del bleu cresile brillante, la cui costante é invece Kz = 10° (Irwin 


1926 a), allo stesso pH del succo cellulare, la percentuale delle molecole 
indissociate é di gran lunga maggiore per il primo (per es. a pH 7) che per 
il secondo. D’altra parte é noto che il rosso neutro, allo stato di base colorata 
é poco solubile in acqua (e quindi anche nella fase acquosa data dal succo 
cellulare) ed ha la tendenza a precipitare in forma cristallina; dato che il 
suo punto di viraggio é intorno a pH 7, e che il succo cellulare per effetto 
dell’alcalinizzazione con lammoniaca viene certamente ad avere un valore 
pit! elevato, é evidente che appena la sua reazione supera questo valore, la 
dissociazione del rosso neutro regredisce rapidamente e nel succo viene 
a trovarsi praticamente soltanto la base colorata, la quale, per la sua scarsa 
solubilita, inizia a cristallizzare. A questo punto per ci dobbiamo fare una 
domanda. Perché questa cristallizzazione non avviene nelle stesse condizioni 
di concentrazione della soluzione di ammoniaca anche in altre cellule, per 
es. in quelle dell’epidermide esterna delle tuniche di cipolla o delle epi- 
dermidi di Platanthera (Héfler 1947)? 

Una delle ragioni potrebbe essere il fatto che nelle Characeae, per la 
forma molto allungata delle cellule, il rapporto superficie/volume abbia un 
valore molto pitt alto che per le normali cellule dei tessuti, e che quindi 
la penetrazione dell’ammoniaca, data la maggiore superficie della cellula 
rispetto al suo volume avvenga, molto pit rapidamente, determinando una 
alealinizzazione piii rapida, ma anche pit elevata. Questa ipotesi non é 
pero sufficiente a darci, da sola, la spiegazione di questo fenomeno. 
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Ancora un’altra conferma sulla natura dei succhi cellulari in Nitella 
mucronata e Chara crinita é data dal confronto della colorazione con la 
rodamina B e un altro colorante basico (Héfler 1949b). Come é@ stato 
gia detto, la rodamina ha una costante di dissociazione molto piccola, 
tanto che ai valori intermedi di pH é@ praticamente indissociata. Di con- 
seguenza non puod venir accumulata in forma ionica e quindi i succhi 
cellulari vuoti rimangono incolori. Infatti i vacuoli di Nitella mucronata 
e Chara crinita non si colorano, mentre invece accumulano in notevole 
misura altri coloranti basici, come il bleu cresile brillante e l’'arancio di 
acridina. 

Per quanto concerne infine il fenomeno della contrazione vacuolare, 


x 


esso non é stato mai osservato nel materiale studiato. 


Concludendo, possiamo quindi affermare con assoluta certezza che in 
Chara crinita e Nitella mucronata, l’accumulo dei coloranti basici nei 
vacuoli avvenga in forma ionica, e che quindi queste piante, come la 
maggior parte delle alghe di acqua dolce finora studiate sotto questo 
punto di vista, che presentano coi coloranti basici una colorazione vacuo- 
lare diffusa, abbiano succhi vacuolari vuoti. 


Si pud dire altrettanto, dopo un esame critico dei relativi lavori, per 
i succhi vacuolari di Nitella syncarpa (Overton 1890), Nitella clavata 
(Hoagland e Davis 1923), Nitella flexilis (Ir win 1931), Chara cerato- 
phylla e Tolypellopsis stelligera (Collander, Lonegren e Arhimo 
1943). Anche le specie studiate da Irwin (1922—1926), McCutcheon 


e Lucke (1924) e forse Cazalas (1930), di cui perd non abbiamo i rela- 
tivi nomi, hanno certamente succhi cellulari vuoti. 


Riassunto 


Dalle ricerche sperimentali eseguite nel presente lavoro su Nitella 
mucronata e Chara crinita, risulta che i succhi cellulari di queste piante 
sono succhi vuoti, come quelli della maggior parte delle alghe di acqua 
dolce studiate fino ad ora, che accumulano i coloranti basici nei vacuoli 
in forma diffusa. 


In: Nitella mucronata, inoltre, gli inclusi globulari dei vacuoli concen- 
trano talora il colorante per mezzo di un legame chimico con determinate 
sostanze in essi presenti, sostanze che perd non sono né sempre presenti, 
né nella stessa quantita, probabilmente in rapporto a differenti condizioni 
fisiologiche delle cellule. 


Con la reazione dell’ammoniaca (nelle presenti ricerche al posto dell’am- 
moniaca é stato usato il nitrato d’ammonio), mentre il bleu cresile brillante e 
gli altri coloranti basici esaminati diffondono dal vacuolo verso la soluzione 
esterna, il rosso neutro precipita nel succo vacuolare in forma cristallina. 
La ragione di questo fatto é da attribuire alla rapida ed elevata alca- 
linizzazione del succo cellulare ad opera dell’ammoniaca, tale da far regre- 
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dire molto velocemente la dissociazione del colorante la cui base indissociata 
é poco solubile in acqua. 


In Chara crinita, nelle regioni internodali, si nota una diversa con- 
centrazione dei coloranti basici nelle cellule internodali e in quelle corticali 
ad esse circostanti. Nelle prime, infatti, ha luogo un incremento -nell’ac- 
cumulo del colorante a scapito di quello che si trova nei vacuoli delle 
cellule corticali, le quali in breve tempo divengono incolore. Cid pud 
essere attribuito, o ad un diverso valore del pH vacuolare, pit: elevato 
per le cellule corticali, o ad un minore tamponamento di queste ultime. 


Anche le Characeae studiate in precedenza da diversi Aa., da un 
esame critico dei relativi lavori, hanno molto probabilmente succhi vacuo- 
lari vuoti. Questo é il caso di Nitella syncarpa (Overton 1890), Nitella 
clavata (Hoagland e Davis 1923), Nitella flexilis (Irwin 1931), 
Chara ceratophylla e Tolypellopsis stelligera (Collander e coll. 1943). 
Anche i succhi vacuolari di altre specie di Nitella studiate da Irwin 
(19221926), McCutcheon e Lucke (1924) e Cazalas (1930), di 
cui perd non conosciamo il nome, sono vuoti. 


Infine é doveroso sottolineare limportanza delle ricerche di Irwin 
(1922—1931) su Nitella, che pur essendo considerati oggi i problemi della 
penetrazione dei coloranti basici nelle cellule vive da un altro punto di 
vista, hanno tuttavia conservato una grande importanza per i numerosi 
dati sperimentali raccolti, tuttora pienamente validi. 


Zusammenfassung 


Aus den mitgeteilten Versuchen mit Nitella mucronata und Chara 
crinita wird geschlossen, da die Zellsifte dieser Pflanzen, wie diejenigen 
vieler bis jetzt gepriifter Sii®wasseralgen, leere Zellsafte sind und daf 
sie in den Vakuolen basische Farbstoffe in ionisierter Form diffus speichern. 


Hingegen speichern bei Nitella mucronata die bekannten kugelférmigen 
Inhaltskérper die basischen Farbstoffe unter chemischer Bindung. Doch 
findet diese Speicherung nicht immer statt, sie variiert auch, wahrschein- 
lich je nach dem physiologischen Zustand der Zelle, in ihrer Hohe. 


Nach Anwendung von NH, — statt NH, wurde von mir (NH,),NO, 
verwendet — exosmieren Brillantcresylblau und die anderen gepriiften 
basischen Farben aus den Vakuolen, wahrend Neutralrot im Zellsaft in 
kristalliner Form niedergeschlagen wird. Die Ursache liegt in der Alkalini- 
sierung des Zellsaftes, die einen Dissoziationsriickgang des Farbstoffes be- 
wirkt, welcher dann in molekular-lipoidléslicher Form durch das Plasma 
nach auffen permeieren und entweichen kann. 


Bei Chara crinita fairben sich die Vakuolen der Internodialzellen und 
die Vakuolen der umgebenden Rindenzellen verschieden stark an. 


Die ersteren entziehen den Rindenzellen im Laufe des Versuches den 
Farbstoff. Die Erscheinung kénnte entweder durch einen verschiedenen 
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pH-Wert oder durch schwiachere Pufferung der Zellsafte der Rindenzellen 
verursacht sein. Auch die von anderen Autoren bisher studierten Characeen 
haben wohl leere Zellsafte, wie eine kritische Priifung der betreffenden 
Arbeiten wahrscheinlich macht. Dies gilt fiir Nitella syncarpa (Overton 
1890), Nitella clavata (Hoagland und Davis 1923), Nitella flexilis 
(Irwin 1931), Chara ceratophylla und Tolypellopsis stelligera (C ol- 
lander und Mitarbeiter 1943). 


»Leer* sind wahrscheinlich auch die Zellen anderer Nitella-Arten, welche 
Irwin (1922—1926), McCutcheon und Lucke (1924) und Cazales 
(1930) studierten. 


Endlich wird auf die Wichtigkeit der Untersuchungen an Nitella von 
Irwin (1922—1931) hingewiesen, welche — wenngleich das Problem der 


Vitalfarbung jetzt auch mit anderen Mitteln studiert wird — doch ihre 
Bedeutung bis heute behalten haben. 
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Um den osmotischen Wert einer Zelle zu bestimmen, bedient man sich 
oft der Grenzplasmolysemethode. Einerseits bietet sich hierbei der Vorteil, 
daff verschiedene Zelltypen verwendbar sind; andererseits aber ist die 
Methode ungeeignet, kontinuierliche Messungen iiber Veranderungen des 
osmotischen Wertes durchzufiihren. Es gibt jedoch eine Mdglichkeit, ohne 


Plasmolyse den osmotischen Wert einer einzelnen Zelle zu bestimmen. Es 
muf hierzu eine mit dem Turgor zusammenhangende physikalische GréBe 
gemessen werden. So gelang es schon Stow (1936), den osmotischen Wert 
der Nitella-Zelle durch Messung des Elastizitatsmoduls zu bestimmen. Das 
Wesentliche seiner Methode bestand in folgendem: Ein Ende der Nitella- 
Zelle wird mechanisch befestigt. Durch eine bestimmte Kraft, die am nicht 
fixierten Zellende angreift, wird eine gewisse, mefbare Kriimmung erreicht. 
Der Grad der Kriimmung ist abhangig vom Turgor dieser Zelle. Einen ganz 
neuen Weg zur Bestimmung des osmotischen Wertes und der Permeabilitat 
von Pflanzengeweben hat Virgin (1955) beschritten: Er mifft die Re- 
sonanz-Frequenz, die proportional dem Turgor und Gewicht der Ge- 
webe ist. 

Kamiya und Kuroda (1956) gelang es, den osmotischen Wert der 
Nitella-Zelle kiinstlich: tiber oder unter den Normalwert zu verandern. 
Im allgemeinen betragt er hier 0,26—0,27 M. Nach Kamiya und Kuroda 
kann dieser Wert im Bereich von 0,06—0.9 M willkiirlich beeinflu&t werden. 
Derartig behandelte Zellen sind in der Lage, nach einigen Tagen autonom 
den Ausgangswert wieder einzustellen. Diese Erscheinung wurde von den 
Autoren als Osmoregulation der Zelle gekennzeichnet. Um den Mechanis- 
mus dieser Zellfunktion zu analysieren, gilt es zuerst, den zeitlichen Ver- 


1 Jetzige Anschrift: Botanisches Institut der Universitat Tiibingen. 
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lauf des Phanomens an einer einzelnen Zelle zu erfassen. Der Forderung 
entsprechend, ist die Klarung der Methode Absicht vorstehender Arbeit. 
Aufterdem werden einige Ergebnisse hinsichtlich des osmotischen Verhaltens 
der unbehandelten Zelle mitgeteilt, und schlieBlich sollen diese Ergebnisse 
als Grundlage fiir weitere Untersuchungen dienen. 


I. Prinzip der Messung 


In Abb. 1 wird der osmotische Zustand einer Zelle in Einheiten molarer 
Konzentration dargestellt (vgl. Sakamura 1937, Tamiya 1938, Tho- 
day 1950). In einer Aufenlésung von Grenzkonzentration C,, ist die 
Zelle turgorlos, und osmotischer Wert (C,,) ist vollstindig als Saugkraft 
(= diffusion pressure deficit) $ zu verstehen. In hypotonische AuBenlésung 
K gebracht, entwickelt sich augen- 
blicklich eine bestimmte .par- %% 
tielle Saugkraft’ (C,,—S). Unter 
der Annahme, daf die Zellmem- 
bran unbegrenzt dehnbar ist, 
wird die partielle Saugkraft fiir 
die Absorption des Wassers ge- 
braucht. Der Wasserstrom in die 
Zelle hinein hért erst dann auf, 
wenn der Zellsaft bis zur Kon- 
zentration der Aufenlésung ver- 
diinnt ist. In der Tat ist aber die 
Wasseraufnahme durch die be- 
schrinkte Dehnbarkeit der Zell- 
membran begrenzt. Gleichzeitig 
stellt sich in der Zelle der Turgor- 
druck ein; es wird also die par-— oo 
tielle Saugkraft teils zur Absorp- 

















hints doe : Abb. 1. Schematische Darstellung der osmo- 
ion des Wassers, teils zur Deh- <. ye . 
tischen Zustandsgréfen. C;,: Osmotischer 

nung der Zellmembran bzw. zur Wert des Zellinhaltes, C,,: Konzentration 
Erzeugung des Turgors verwandt. ger Aufenlisung, C,,: Osmotischer Wert 
Infolge der Wasserabsorption der Zelle, W: Infolge Wasseraufnahme 
vermindert sich der osmotische verminderter Teil des osmotischen Wertes, 
Wert der Zelle um den Betrag W T: Turgor, S: Saugkraft. 
(in Abb. 1). 

Folgende Gleichung gibt die Beziehung zwischen dem osmotischen Wert 
des Zellinhalies C;,, dem Wasserwert W (vgl. Tamiya 1938), der Saug- 
kraft der Zelle S sowie dem Turgor T wieder: 


Cin =Cy—W=S+T. (1) 


Da die Saugkraft S$ dem osmotischen Wert der Aufenlésung C,, gleich ist, 
gilt folgende Grundformel der osmotischen Zustandsgréfen: 


Cin — Cw +T. 
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Gleichung (2) zeigt, da der osmotische Wert des Zellinhaltes die Summe 
vom osmotischen Wert der Aufenlésung und Turgor ist. Wenn die Kon- 
zentration der Aufenlésung konstant bleibt und der osmotische Wert des 
Zellinhaltes sich iindert, verandert sich entsprechend der Turgor. Das gilt 
unter der Annahme, daf die mechanischen Eigenschafien der Zellmembran 
unverandert bleiben. 


Abb. 2 soll diese Zusammenhiange verdeutlichen. Die Grenzkonzentration 
der Zelle betrage anfangs C,,,. In einer Aufenlésung mit dem osmotischen 
Wert K, besitzt die Zelle einen Turgor von der Grote AB. Steigt nun der 
Turgor durch Zunahme der osmotisch wirksamen Substanzen im Zellsaft 

um den Wert BC, so erhoht 

bly sich natiirlich auch der os- 
motische Wert des Zell- 
Cpl; inhaltes um BC. Sobald die 
Zelle, deren anfangliche 
Grenzkonzentration C,;, be- 
trug, mit einer Aufen- 
lésung von der Konzen- 
tration K, in Beriihrung 
kommt, hat sie einen Tur- 
gor von A’C’, der gleich 
AC ist. Hieraus folgt: Eine 
Zelle in einer AuRenlésung 
K, mit dem Turgor AC 
wird in einem anderen Me- 
| dium, dessen Konzentration 
um den Wert ,C,,,—K,“ 
groRer ist als K,, turgorlos. 

Diese Zelle wird also erst in 
einer Aufenlésung von der 
Abb. 2. Schematische Darstellung der osmotischen Grenzkonzentration Con 
Zustandsgréfen einer Zelle bei drei verschiedenen plasmolysiert und hat einen 
osmotischen Werten (Cyn, C,p, Cy). Kurven 1, um den Betrag ,,K,—K,“ 
II und III stellen Turgoranderungen der Zelle 
bei Versuchsbeginn, bei erhéhtem und bei ver- 

mindertem osmotischem Wert dar. 
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erhéhten osmotischen Wert. 

Sinkt der Turgor einer 
Zelle in der Aufenlésung 
K, um den Betrag BD, 
so vermindert sich dementsprechend der osmotische Wert des Zell- 
inhaltes um den gleichen Betrag. In einer Aufenlésung von der Konzen- 
tration K, hat die Zelle zuerst einen Turgor von der Hihe A” D” — AD. 
Daraus folgt, da die Zelle in einer Aufenlésung K, bei einem Turgor 
von AD erst in einer Aufenlésung plasmolysiert werden kann, deren 
Konzentration um ,C,,,— K,* gréfer als K, ist. Die Grenzkonzentration 
dieser Zelle ist also um ,,.K,— K,“ geringer als die der Ausgangszelle. 

Ist die Beziehung des Turgors zur Auftenkonzenitration bestimmbar, 
so lat sich daraus die Veranderung des osmotischen Wertes der Zelle er- 
rechnen. Bekanntlich ist es sehr schwierig, den Turgor direkt zu messen. 
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Ein Ausweg bietet sich auf folgende Weise: Gemessen wird in verschiede- 
nen Aufenkonzentrationen der auf die Zelle ausgeiibte Druck und die 
dadurch hervorgerufene Deformation. 

Die hier zur Verwendung kommende Internodialzelle von Nitella flexi- 
lis ist zylinderférmig und hat eine Lange von 30—50mm sowie einen 
Durchmesser von 0,4—0,5 mm. Wird nun eine solche Zelle auf einen Objekt- 
triger P (Abb. 3a) gelegt und mittels der rechteckigen Flache einer Glas- 























Abb. 3. a: Durch eine Glasplatte (G) verformte Internodialzelle von Nitella (Z), 
b: Querschnitt des undeformierten, c: Querschnitt des deformierten Zellabschnittes 
bei z. 


platte G senkrecht von oben eingedriickt, so tritt eine entsprechende De- . 
formation des Querschnittes ein (Abb. 3c). Das Ausmaf der Deformation 
ist abhangig vom Turgor, dem Volumen der Zelle und den mechanischen 
Eigenschaften der Zellmembran. Gelingt es unter experimentellen Be- 
dingungen, Volumen und mechanische Eigenschaften der Zellmembran kon- 





g 
M, 


' 








Abb. 4. Schematische Darstellung der Mefapparatur. O: Drehachse des Hebels A B, 
E: Gewicht, M: Schwerpunkt des Hebels, G: Glasplatte zum Eindriicken der Zelle Z. 


stant zu erhalten, andert sich dagegen der Turgor, so ist die GréRe der 
Zellverformung proportional der Turgoranderung. Wegen der ungewohn- 
lichen Lange der Zelle ist die durch das Eindriicken verursachie Volumen- 
ainderung als geringfiigig zu vernachlassigen. Weiter ist unter diesen Ver- 
suchsbedingungen unwahrscheinlich, daR Veranderungen der mechanischen 
Eigenschaften der Zellmembran eintreten. 

Direkte Messung des Druckes sowie der durch ihn hervorgerufenen 
Deformation ist sehr schwierig. Es wurde deshalb eine indirekte Mef- 
methode angewandt, deren Prinzip in Abb. 4 dargestellt wird. A B ist ein 
Hebel mit langem Arm O A und kurzem Arm O B. Eine Glasplatte G dient 
zum Eindriicken der Zelle. Zwischen Drehachse O und Glasplatte G ist ein 
Gewicht E angebracht. Es liegt jetzt der Schwerpunkt M des Hebels auf 
der linken Seite, und das Drehmoment betragt W,1,. W, ist die auf den 
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linken Hebelarm O A ausgeiibte Kraft und 1, der Abstand zwischen Dreh- 
achse O und Schwerpunkt M. Wird ein Gegengewicht W,,, dessen Dreh- 
moment gleich dem von W, ist, auf dem anderen Ende des kurzen Hebel- 
arms angebracht, so gilt folgende Gleichung: 


W,1,=W,, ly (3) 


l, ist also die Lange des kurzen Hebelarms. Auf eine Zelle Z wirkt dann 
kein Druck ein, wenn sie bei diesem Gleichgewichtszustand (A B) unter 
die Glasplatte (G) gebracht wird. Bei Verminderung des Gegengewichtes 
wirkt dann ein entsprechendes Gewicht auf die Zelle ein, und sie wird 
um den Betrag d eingedriickt. Folgende Gleichung bringt die Beziehungen 
zum Ausdruck: 


W 1, = (W2,— W;) le 


Daraus folgt ; 
W= rk (W,, ge W,). (4) 
3 
Hierbei bedeutet .W,,—W,“ die Gewichtsverminderung und |, den Ab- 
stand zwischen Drehachse (O) und Zellmitte. Die auf die Zelle aus- 
geiibte Kraft (W) wird durch das Gegengewicht (W,) kontrolliert. 

Beim Eindriicken der Zelle senkt sich der Hebelarm OA nach O A’. 
Die Entfernung A A’ ist gleich d’ und direkt proportional dem Ausmaf der 
Zelldeformation d. Dabei gilt folgende Beziehung: 

l 


d' =-4d, (5) 
ls 


worin |, die Lange des linken Hebelarms ist. 


II. Material und Methode 


Nitella flexilis stellte der Botanische Garten der Kyoto-Universitat zur 
Verfiigung. Im Laboratorium wurde sie in Leitungswasser kultiviert. Vor 
dem Versuch erfolgte die Aufbewahrung der Internodialzelle wenigstens 
einen Tag in 10-*M KCl-Lésung. 

Die Versuchsanordnung wird in Abb. 5 dargestellt. In einer Glas- 
kiivette H wird auf eine rechteckige Glasplatte P, die Zelle Z gelegt. Seit- 
lich der Glaskiivette ist auf die Grundplatte P eine rechteckige Glasplatte P, 
gekittet. Diese hat genau die gleiche Dicke wie die Platte P,. Auf Platte P, 
ist Kerbe K eingeritzt. In dieser Kerbe ruhen die beiden Nadelspitzen O, 
und O,. Drei Messingbleche M,, M, und M, sind starr miteinander ver- 
bunden und an die beiden Nadeln gelétet. Sie bilden zusammen das Dreh- 
lager (Drehachse O in Abb. 4) der Apparatur. Auf M, ruht Gewicht E. Die 
zur Deformation der Zelle benétigte Glasplatte G ist zwischen zwei kleinen 
Messingblechen D, und D, eingeklemmt und dadurch starr mit M, ver- 
bunden. 


Mit dem Messingblech M, ist ein Stift B verschraubt. Schraube S, und 
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S, dienen dem Ausgleich der ,,Turgor-Waage*, bevor Gewicht E auf- 
gelegt wird. Das Ende (b) dieses Stiftes ist mit einer feinen Messingkette N 
nach der aus Abb. 5 ersichtlichen Weise verbunden. Mittels einer graduier- 
ten Rolle Q laRt sich die Lange der Kette nach Belieben andern. Es ist 
ohne weiteres ersichtlich, da® damit die bei b einwirkende Kraft variiert 
werden kann. Die Drehung der Rolle um 1 Grad entspricht einer Gewichts- 
anderung von 2,66mg. Vom Gleichgewichtszustand ausgehend, wird bei 











W77) VMI 


Abb. 5. Darstellung der Versuchsanordnung .,Turgor-Waage*, 
seitlich gesehen (vgl. Text). 








N 


Verkiirzung der Kette ein Druck auf die Nitella-Zelle ausgeiibt. Die GréRe 
des ausgeiibten Druckes W ist proportional dem Drehwinkel w auf Rolle Q. 
Gleichung (4) wird durch Einfiihren von Konstanten auf folgende Weise 
umgeformt: 


LS 7 2,66 @; 


daher W = 17.7. (6) 


In Worten ausgedriickt bedeutet Gleichung (6), daf bei einer Drehung der 
Rolle um 1 Grad auf die Zelle ein Gewicht von 17,7 mg einwirkt. 

Entsprechend der Deformation der Zelle bewegt sich die Spitze a der 
Glasnadel A, die mittels zweier Klemmen L, und L, am Messingblech M, 
befestigt ist. Das Verhialtnis 1,/l, (Gleichung 5) betragt dann 75/1,5 —50. 
Es gilt also die Gleichung: 


(7) 
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Die Beobachtung der Nadelspitze a wurde mit einem Schraubenmikrometer 
durchgefiihrt. Die Verschiebung der Nadelspitze (a) um einen Skalenteil 
(2,45 u) bedeutet ein Eindriicken der Zelle um 0,05 Me 

In dieser Arbeit wurden die auf die Zelle driickenden Gewichte W in 
Gramm und die daraus resultierenden Deformationen d in Mikron dar- 
gestellt. 

Als Standardlésung wurde eine 10-3 M KCl-Lésung verwandt und die 
Versuche bei Zimmertemperatur durchgefiihrt. 


III. Experimenteller Teil 


a) Die Abhangigkeit der Deformation vom Gewicht 


Abb. 6 zeigt den Zusammenhang zwischen einwirkendem Gewicht W 
und der dadurch hervorgerufenen Zelldeformation d. Bis auf den ersten 


4 
100 





| it 
5 o W 79 
Abb. 6. Zusammenhang zwischen Zelldeformation (d) und Gewicht (W). Ordinate: 
Zelldeformation in Mikron, Abszisse: Gewicht in Gramm. 





Teil der Kurve zeigt sich eine streng lineare Beziehung. Es gilt folgende 
Gleichung: 


d=k,W +h,, (8) 


worin k, ein Proportionalitatsfaktor ist und h, den Punkt angibt, an wel- 
chem die Kurve die Ordinate schneidet. Die Unlinearitat des ersten Kurven- 
stiickes mag eine Folge der Tatsache sein, daft die Zelle nicht immer ideal 
zylindrisch gewachsen ist. Es bedarf daher erst einer gewissen Kraft, um 
die Zelle eng an die Glasplatte (Abb. 5, P,) anzuschmiegen. Es sei noch 
bemerkt, daf die gré&te Abweichung von der Geraden héchstens 5 u be- 
trug. 
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b) Bestimmung des osmotischen Wertes mit Hilfe der 
Spannungskonstanten-Methode 


Bei sonst unveranderter Versuchsanordnung wurde die Standardlésung 
jetzt durch Saccharoselésungen von 0,05, 0,1, 0,15, 0,2 und 0,25M ersetzt. Die 
Ergebnisse sind in Abb. 7 a dargestellt. Bei allen Kurven ergibt sich von 
10u bis 50 eine streng lineare Beziehung. Auffallig ist, da im 
Bereich von 504 bis 70 eine gewisse, fiir alle Kurven gleichsinnige 
Kriimmung auftritt. Danach ist der Kurvenverlauf wieder linear, wenn 
auch etwas steiler als vorher. Infolgedessen gilt im Bereich der Deforma- 








J 
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Abb. 7. a: Zusammenhang zwischen Zelldeformation (d) und Gewicht (W) in ver- 

schieden konzentrierten Aufenlésungen, b: Abhangigkeit der Spannungskonstanten 

(a, a’) von Konzentration der Aufenliésung (C,,). Ordinate: Spannungskonstanten 
in g/u, Abszisse: Konzentration der Aufenlésung in Mol. 


tion zwischen 10 u und 50 folgende Gleichung, die unabhangig von der 
Konzeniration der Aufenlésung ist: 


d=k,W+h, (9) 


worin Suffix j die Konzentration der Aufenlésung angibt (j—0, 0,05, 
0,1, 0,15, 0.2 und 0,25M). Fiir den Bereich zwischen 70 u und 200 wu gilt 
die ahnliche Beziehung: 

d=k; W-+ hj. (10) 


Die Proportionalitatsfaktoren k; und k;' geben an, in welchem Ausmaf 
die Zelle in einer Auenlésung von bestimmter Konzentration pro Einheits- 
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gewicht (ig) eingedriickt wird. Es hatte z. B. ky, einen Wert von 21,9 u/g, 
d. h. die Zelle wurde in einer Aufenlésung von 0,2 M um 21,9 uw pro Gramm 
zusammengedriickt. Aus diesem Grunde bezeichnen wir k; bzw. k;’ als 
Weformationskonstante*. 

Die reziproken Werte von k; und k;’ werden als a; und a,’ bezeichnet: 


(11) 


und 


(12) 


Diese Werte geben die Gewichte an, welche die Einheitsdeformation (1 bs) 
hervorrufen. Man kénnte diese Gréfen als .Spannungskonstanten“ be- 
zeichnen. Abb. 7b zeigt die Beziehungen zwischen Spannungskonstanten 
(a;, a;) und Konzentration der Aufenlésung. Entsprechend der Konzen- 
trationszunahme der Auftenlésung erfolgt eine lineare Abnahme der Werte 
von a und a’. Die Schnittpunkte der beiden Geraden mit der Abszisse 
bedeuten, daft die Zelle hier turgorlos ist. Theoretisch miiRten die beiden 
Geraden im Schnititpunkt mit der Abszisse zusammenfallen. Die prak- 
tische Ubereinstimmung mit der Theorie ist zufriedenstellend. Der durch 
die Grenzplasmolysemethode gefundene osmotische Wert dieser Zelle be- 
trug 0,29M. Dieser Wert stimmt mit dem durch die hier entwickelte 
»Spannungskonstanten-Methode* gewonnenen iiberein. 

Auf diese Weise lat sich der osmotische Wert einer Zelle ohne Plasmo- 
lyse bestimmen. Dafiir ist am besten die a-Kurve heranzuziehen, da die 
a’-Kurve bei relativ starker Deformation der Zelle gewonnen wird. In 
Abb. 8 sind a-Kurven von Zellen mit verschiedenen osmotischen Werten 
dargestellt. Die Ergebnisse sind in Tab. 1 gemeinsam mit den durch Plasmo- 
lyse gefundenen Werten zusammengefaftt 2. 


Tab. 1. Osmotische Werte gewonnen a) durch die Spannungskonstanten-Methode, 
b) durch die Grenzplasmolysemethode. 





0,265 | 0,30 0,315 | 0,33 | 0,355 


| 
0,32 | 0,33 | 





c) Bestimmung des osmotischen Wertes mit Hilfe der 
Kompensationsmethode 


Es wird jetzt die Zelldeformation durch Variieren des Gewichtes (W) 
bei Einwirkung verschieden konzentrierter AuRenlésungen konstant er- 


2 Es ist bemerkenswert, da die osmotischen Werte der Zellen 0,32, 0,33 und 
0,36 M betrugen. Normalerweise hat die Nitella-Zelle nur einen osmotischen Wert 
von 0,26—0,27 M und héchstens 0,29 M. Es wird daher vermutet, daB die Zelle unter 
diesen Versuchsbedingungen (10—-3M KCl) Ionen aus der Aufenlésung aufnimmt. 
Die Richtigkeit dieser Annahme wird im folgenden nachgewiesen. 
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halten®, Als BezugsgréRe diente die durch ein bestimmtes Gewicht in 
Standardlésung (10-?M KCl) hervorgerufene Deformation. Diese betrug 
bei der fiir Abb. 9 verwendeten Zelle bei einem Gewicht von 3,54 g 34,1 uw. 
Jetzt wurde die Standardlésung durch Lésungen verschiedener Konzentra- 


I 








| 
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Abb. 8. Abhiangigkeit der Span- Abb. 9. Beziehung der Gewichte (W) auf 
nungskonstanten (a) fiinf ver- die Konzentration der Aufenlésungen 
schiedener Zellen von der Kon- (C,,) bei konstanter Zelldeformation. 
zentration der Aufenlésung Kurven I, II, IJ, IV und V entsprechen 
(C,,). Koordinaten-Einheiten wie den Versuchen mit verschiedenen Aus- 
in Abb. 7b. gangsgewichten (3,54, 5,31, 6,98, 8,85 

und 10,62 g). 


tionen (0,05, 0,1, 0,15, 0,2 und 0,25 M) ersetzt. Es ist selbstverstandlich, daf 
bei Zunahme der Konzentration der Aufenlésung die Zelle starker ein- 
gedriickt wird. Will man dagegen die Ausgangsdeformation konstant er- 
halten, so la&t sich dies nur durch Verminderung des Gewichtes (W) er- 
reichen. Abb. 9 zeigt den Zusammenhang zwischen den Gewichten (W) und 


me Genau genommen wird hier nicht die Deformation (d in Abb. 3c) konstant 
erhalten, sondern die Héhe der deformierien Zelle (,.R —d“ in Abb. 3c). 
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den Konzentrationen der Aufenlésung (C,,). Ein Zahlenbeispiel dient zur 
Erlauterung. Um die Deformation in Standardlésung (34,1 ) auch bei einer 


Tab. 2. Konzentration der Auftenlésung in turgorlosem Zustand einer Zelle bei 
Verwendung verschiedener Ausgangsgewichte. Die Nummern entsprechen denen 
in Abb. 9. 





Nr. 





Ausgangsgewichte 


Konzentration der | 
AuBenlésung bei 


turgorlosem Zu- 
stand (M). .. . 0,2583 0.2625 | 02633 | 0,2631 | 0,2645 


Aufenlésung von 0,2M konstant zu halten, muf das Ausgangsgewicht 
von 3,54 g bis auf 0,87 g verringert werden (Kurve I in Abb. 9). Sobald die 
Gewichtsabnahme gleich dem anfangs auf die Zelle ausgeiibten Gewicht 
ist, wirkt gar kein Ge- 
wicht mehr auf die 
Zelle ein. Das bedeu- 
tet, da nun die Zelle 
turgorlos ist, und die 
Konzentration der Au- 
Renlésung gibt den 
osmotischen Wert der 
Zelle wieder. In Abb. 9, 
Kurve I, betrug dieser 
Wert 0,258M. Dar- 
iiber hinaus erkennt 
man, daft fiir andere 
Ausgangsgewichte die 
Werte fiir den turgor- 
losen Zustand = gut 
iibereinstimmen  (vgl. 
Tab. 2). Der durch 
die Grenzplasmolyse- 
methode gefundene os- 








Abb. 10. Kurve I und II geben den Zusammenhang 
zwischen Gewicht (W) und Konzentration der Aufen- suiitailin Wash: Aiki 
lésung (C,,) bei Versuchsbeginn und bei erhéhtem Zelle b 26M 
osmotischem Wert (II) an (konstante Zelldeformation, 7 “ ctrug : 0, 2 
vgl. auch Abb. 2). C,,: Gefundener osmotischer Wert, Die Ubereinstimmung 
Cn : Durch Extrapolieren gewonnener osmotischer Wert. beider Werte ist zu- 
friedenstellend. 

Die in Tab. 2 fiir die Konzentration der Aufenlésung bei turgorlosem 
Zustand angegebenen Werte wurden auf folgende Weise gewonnen: Es 
wurde die Zelle in Standardlésung durch das Gewicht W, eingedriickt (vgl. 
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Abb. 10). Um die Deformation in den héher konzentrierten Aufenlésungen 
C, und C, konstant zu erhalten, muf das Ausgangsgewicht W, bis auf 
W, und W, verringert werden. Da es sich hier um eine annihernd lineare 
Beziehung handelt, laRt sich der osmotische Wert der Zelle (C pt) durch 
folgende Gleichung bestimmen: 

Ws 
(W,—W,)° 
Der Fehler (,,C,’— C,,* in Abb. 10), der durch diese nicht ganz korrekte 
lineare Extrapolation entsteht, ist in seiner Gréfe abhangig von der Zahl 
der aufeinanderfolgenden Konzentrationsstufen; so wurde bei diesen Ver- 
suchen die Aufenlésung in Stufen von jeweils 0,05 M verandert (vgl. Abb. 9). 
Man entnimmi der Kurve, daft der Fehler 0,005 M nicht iibersteigt. 

Zur Bestimmung des osmotischen Wertes einer Zelle ist die Messung 
einer Kurve ausreichend. Beim Steigen des osmotischen Wertes dieser Zelle 
wird die Neigung der Kurve flacher und umgekehrt. Die Mefgenauigkeit 
erhoht sich bei Zunahme des Ausgangsgewichtes. Um eine zu grofte Zell- 
deformation zu vermeiden, wurde als Ausgangsgewicht stets W,—6,98¢ 
gewahlt. 

Diese Methode ahnelt der potentiometrischen Spannungsmessung, bei 
welcher man die Stromstarke durch eine Gegenspannung kontrolliert. In 
unserem Falle wird das Ausmaf der Deformation durch ein Gegengewicht 
konstant erhalten. Der methodischen Ahnlichkeit wegen schlagen wir den 
Ausdruck ,,Kompensationsmethode* vor. Diese Art der Bestimmung des 
osmotischen Wertes ist der unter b) beschriebenen Spannungskonstanten- 
Methode wegen ihrer Einfachheit iiberlegen. Bei der Kompensationsmethode 
reicht fiir die Bestimmung des osmotischen Wertes grundsatzlich die Mes- 
sung zweier Gewichte (W, und W, in Abb. 10) im Zusammenhang mit 
zwei verschiedenen Aufenkonzentrationen aus. 

Dariiber hinaus bietet die Methode den Vorteil, daf sich mit ihr sowohl 
schnelle als auch langsame Veranderungen des osmotischen Wertes der Zelle 
erfassen lassen. Liegt z. B. eine Zelle in 10-*M KCl-Lésung, so steigt ihr 
osmotischer Wert 0,005—0,01 M pro Tag. In diesem Falle wird die Zelle in 
bestimmten Zeitabstinden (z. B. ein Tag) zur Messung gebracht und durch 
Extrapolation (vgl. Abb. 10) ihr osmotischer Wert erhalten. Kommt da- 
gegen die Zelle in eine Aufenlésung schnell permeierender Substanzen 
(Harnstoff, Glyzerin u. a.), so erhéht sich ihr osmotischer Wert in auffallig 
kurzer Zeit. Um auch hier den zeitlichen Verlauf der Veranderung verfolgen 
zu kénnen, bietet sich eine weitere einfache Methode. Zuerst wird eine 
Standardkurve, ,W-C,,“-Kurve (Abb. 10), in verschieden konzentrierten 
Zuckerlésungen bestimmt. Danach kommt die Zelle dann in die Aufen- 
losung mit der betreffenden leicht permeablen Substanz von der Konzen- 
tration C, (Abb. 10). Jetzt steigt der osmotische Wert schnell an. Um dabei 
die Zelldeformation konstant zu erhalten, muff das auf die Zelle ein- 
wirkende Gewicht W, gréfer werden. Wenn W, zu W, erhéht wird und 
dieses W, der Konzentration in der Standardkurve bei C, entspricht, dann 
bedeutet C,—C,“ die Zunahme des osmotischen Wertes der Zelle. 
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Abb. 10 dient zusammen mit Abb. 2 der Erlauterung dieser Beziehun- 
gen. In Abb. 10 bedeuten die Ordinatenwerte das auf die Zelle einwirkende 
Gewicht (W). Kurve I gibt den Zusammenhang zwischen Konzentration 
der Auftenlésung und dem Gewicht an, welches fiir die gleiche Zelldefor- 
mation in verschieden konzentrierten Aufenlésungen erforderlich ist. Es 
erhéht die Zelle in der Auenlésung mit der Konzentration C, ihren osmo- 
tischen Wert; infolgedessen muf die Zelle durch ein schwereres Gewicht W, 
eingedriickt werden. Um diese Zelle zu plasmolysieren, muB sie von der 
Aufenlésung mit der Konzentration C, in eine Lésung mit der um 
»Cyn—C,* héher konzentrierten Auftenlésung iiberfiihrt werden. Die 
Konzentration dieser Auftenlésung (C,,.) ist ein Maf fiir den osmotischen 


Wert der Zelle. Zwischen C,,, und C,,, gilt 

Con ei C; + (Con BEY C,), 

Coe a Con =C,—C,. 

Hieraus folgt, daf sich der osmotische Wert der Zelle um die Differenz 
»C,—C,“ erhéht. Es ist selbstverstandlich, da® Kurve II (Abb. 10) der 
Kurve I parallel laufen muff. Weil das hier angegebene Gewicht (W) sich 
auf den Turgor der Zelle bezieht, kann diese Parallelitat der beiden Kurven 


auch aus dem Zusammenhang der Kurven I und II in Abb. 2 verstanden 
werden 4. 


infolgedessen 


d) Vergleich zwischen neuer und plasmolytischer 


Methode 


Zur Bestimmung der Zellpermeabilitat bediente man sich im allgemeinen 
der Plasmometrie. Die Deplasmolyse-Geschwindigkeit ist ein Maf fiir die 
Permeabilitat. Aus nachstehenden Griinden kénnen die durch Plasmometrie 
gewonnenen Permeabilitaitswerte nicht unbedingt als normal physiologisch 
angesehen werden: 1. Durch Plasmolyse kann die Zelle mechanisch ge- 
schidigt werden. 2. Unphysiologisch hohe Konzentrationen des Zellsaftes 
haben Einflu& auf die osmotischen Eigenschaften des Plasmas. 3. Deplasmo- 
lyse ist mit einer erheblichen ZellvolumenvergréRerung verbunden. Die 
hieraus resultierende Oberflachenvergréferung kann eine Permeabilitiats- 
verainderung verursachen. Rein methodische Fehler ergeben sich 1. durch 
Vernachlassigung der Veranderungen der Dicke der Plasmaschichten und 
2. durch die Ungenauigkeit bei der Bestimmung des Zellvolumens. Diese 
Fehlerquellen werden durch die hier neu entwickelte Methode vermieden. 
Von besonderem Vorteil ist es, da die AuBenlésung in niedrigen (physio- 
logischen) Konzentrationen zur Anwendung kommt. Die mit dieser Me- 
thode gewonnenen Permeabilitatswerte lassen sich also als die einer normal 
funktionierenden Zelle ansehen. Ein Nachteil der Methode ist es, da ihre 
Anwendung auf eine geringe Zahl von Zellarten beschrankt ist. 


4 So wie in Abb. 2 miissen auch in Abb. 10 die Kurven I und II konkav sein, 
wenn sie wirklich eine Beziehung zwischen Turgor und Konzentration der Aufen- 
lésung darstellen. Bei den vorliegenden Versuchen wurde die Anderung des Zell- 
volumens bei Anderung der Aufenkonzentration nicht beriicksichtigt. Aus theoreti- 
schen Erwagungen ergibt sich, daB® hieraus kein Fehler entstehen kann. 
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IV. Anwendung der Methode 


Um eine Verainderung des osmotischen Wertes einer einzelnen Zelle 
zeitlich verfolgen zu kénnen, entwickelten wir die Kompensationsmethode. 
Es werden im folgenden einige Versuche beschrieben, die mit Hilfe dieser 


Methode durchgefiihrt wurden. 


a) Veranderung des osmotischen Wertes der Zelle in 
KCl-Lésungen verschiedener Konzentrationen 


Aus der Stammkultur wurde eine Internodialzelle von Nitella genom- 
men, sofort danach zur Messung des osmotischen Wertes gebracht und an- 
schlieRend in einer Petrischale in der Versuchslésung weiter kultiviert. Ver- 
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Abb. 11. Anderung des osmotischen Wertes der Zelle in verschieden konzentrierten 

KCl-Lésungen. a: 10-*M, b: 10-*M, c: 10-*M. Ordinate: Zunahme des osmoti- 
schen Wertes in Mol, Abszisse: Zeit in Tagen. 
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wendet wurden KCl-Lésungen von 10-2, 10-3 und 10-4M. Aufeinander- 
folgende Messungen des osmotischen Wertes fanden in Abstanden von 
1—2 Tagen statt. Die Erneuerung der Liésungen in den Petrischalen er- 
folgte taglich. Die Versuche wurden bei Zimmertemperatur und Tages- 
licht durchgefiihrt. 

Abb. 11a, b und ec geben die Versuchsergebnisse wieder. Auf der Or- 
dinate wird die Anderung des osmotischen Wertes und auf der Abszisse die 
Zeit in Tagen angegeben. Man erkennt eindeutig die Zunahme des osmoti- 
schen Wertes in Abhingigkeit von der Zeit, und zwar besonders in den 
Lésungen von 10-2 und 10-3 M KCI. 


b) Veranderung des osmotischen Wertes der Zelle in 
NaCl-Lésungenverschiedener Konzentrationen 


Gegeniiber dem vorigen Versuch wurden hier NaCl-Lésungen in ent- 
sprechenden Konzentrationen verwendet. In Abb. 12a, b und c werden die 
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Abb. 12. Anderung des osmotischen Wertes der Zelle in verschieden konzentrierten 
NaCl-Liésungen. a: 10-2M, b: 10-3M, c: 10-4M. Ordinate: Zu- und Abnahme 
des osmotischen Wertes in Mol, Abszisse: Zeit in Tagen. 


Versuchsergebnisse dargestellt. Bei Verwendung der 10—-?M NaCl-Lésung 
mufte der Versuch schon nach 2 Tagen wegen der pathogenen Wirkung der 
Lésung abgebrochen werden. Auffallig ist, daf sowohl in der 10-2 M NaCl- 
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Lésung wie auch in der 10 M Lésung der osmotische Wert bei Beginn des 
Versuchs abnimmt, um erst nach einem Tage wieder anzusteigen. In 10-3 M 
Lésung steigt der osmotische Wert von Versuchsbeginn an schnell. 


c) Verainderung des osmotischen Wertes der Zelle in 
Leitungswasser und inionenfreiem Wasser 


Es war zu priifen, ob die in KCl- oder NaCl-Lésungen aufgetretenen 
Verinderungen des osmotischen Wertes die Folgen einer Reizwirkung 
waren. Denn 1. wird die Zelle von den Nachbarzellen abgeschnitten und 
2. wird sie in andere Kulturbedingungen gebracht. Klarung sollten Versuche 
bringen, die in Leitungswasser und in entionisiertem Wasser durchgefiihrt 
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Abb. 13. Anderungen des osmotischen Wertes der Zelle in Leitungswasser (a) und 


in entionisiertem Wasser (b). Ordinate: Zu- und Abnahme des osmotischen Wertes 
in Mol, Abszisse: Zeit in Tagen. 





wurden. Die Versuchspflanze war bis kurz vor dem Abschneiden der Inter- 
nodialzelle in Leitungswasser kultiviert worden. Die Ergebnisse sind in 
Abb. 13a und b dargestellt. Danach vermindert sich in Leitungswasser der 
osmotische Wert zuerst und steigt dann wieder an. Dieser Anstieg ist aber 
viel geringer als bei Verwendung der KCI- und NaCl-Lésungen. Fiir ent- 
ionisiertes Wasser ergibt sich kein eindeutiges Ergebnis. Aber der Kurven- 
verlauf in den ersten drei Tagen gleicht dem in Leitungswasser gefundenen. 


d) Besprechung der Versuchsergebnisse 


Die in Abb. 13 dargestellten Ergebnisse legen es nahe, daft die Inter- 
nodialzelle von Nitella durch das Isolieren von ihren Nachbarzellen anfangs 
ihren osmotischen Wert vermindert und erst nach 2 oder 3 Tagen wieder 
erhéht. Ware die beobachtete Verringerung des osmotischen Wertes (Abb. 
12a und c) Folge der Uberiragung der Zelle in eine andere Nahrlésung, so 


5 Das Wasser wurde durch Ionenaustauscher entionisiert. pH: 6,0. pH des 
Leitungswassers: 5,8. 
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miiRte der osmotische Wert beim Ubertragen von Leitungswasser in Lei- 
tungswasser unverandert bleiben. Aber die Ergebnisse zeigen, da dennoch 
eine Verminderung eintritt. Es handelt sich also um eine autonome Ande- 
rung des osmotischen Wertes, die durch Isolieren der Zelle induziert wurde. 
In dieser Hinsicht ist eine Arbeit von Sandan (1955) interessant. Abge- 
schnittene Internodialzellen wurden auf kiinstlichhem Néahrboden weiter 
kultiviert. Er konnte beobachten, daft sich die Geschwindigkeit der Proto- 
plasmastrémung in den ersten 2—3 Tagen vermindert. Etwa 15 Tage spater 
sprieRt aus dem apikalen Zellende eine neue Knospe. Einige Tage vor 
dieser Sprossung wird die Plasmastrémung beschleunigt. Der Autor ver- 
mutet, daff die anfangliche Geschwindigkeitsminderung Folge eines mecha- 
nischen Reizes ist, der durch das experimentelle Verfahren verursacht wird. 
Die dann spater vor der Sprossung erfolgende Beschleunigung deutet auf 
eine zunehmende Aktivitét der Zellfunktion. Zur Erlauterung der Be- 
_ ziehungen zwischen Plasmastrémung und osmotischem Verhalten sind wei- 
tere Untersuchungen erforderlich. 

Drei Tage nach Versuchsbeginn hat der osmotische Wert der Zelle in 
Leitungswasser den Ausgangswert erreicht. Dagegen ist bei Verwendung 
von KCl- und NaCl-Lésungen in den erwahnten Konzentrationen nach 
3 Tagen schon ein deutlicher Anstieg des osmotischen Wertes zu erkennen. 
Da in der Aufenlésung an osmotisch wirksamer Substanz nur KCl oder 
NaCl vorhanden ist, diirfte die starke Steigerung des osmotischen Wertes 
auf Ionenakkumulation zuriickzufiihren sein. Diese Anhaufung ist in KCI- 
Lésung etwas starker als in NaCl-Lésung und steigt auferdem bei Er- 
héhung der Konzentration. 

Die langsame Erhéhung des osmotischen Wertes in Leitungswasser laRt 
sich als eine Anpassung der Zelle an die durch das Isolieren von der Mutter- 
pflanze gegebenen neuen Bedingungen betrachten. Als Ursache dieser Er- 
héhung kénnen vier Méglichkeiten diskutiert werden: 

1. Aufnahme osmotisch aktiver Ionen aus dem Leitungswasser, 2. Uber- 
gang von Ionen aus dem Plasma in die Vakuole, 3. Zergliederung der hoch- 
molekularen Substanzen (z. B. Starke —+ Zucker) und 4. Neubildung 
osmotisch wirksamer Substanzen bei der Photosynthese. Da auch in entioni- 
siertem Wasser eine Erhéhung des osmotischen Wertes zu erkennen ist, 
miissen die beiden letzten Méglichkeiten in Betracht gezogen werden. Zur 
Klarung ist erforderlich, die Versuche unter strenger Auswahl und Kon- 


trolle der experimentellen Bedingungen (Licht, Temperatur, pH usw.) 
durchzufiihren. 


V. Zusammenfassung 


1. Um den osmotischen Wert einer Nitella-Zelle unter Vermeidung von 
Plasmolyse bestimmen zu kénnen, wurde eine neue Methode entwickelt. 

2. Das Prinzip der Methode besteht darin, mit dem Turgor zusammen- 
hangende physikalische GréRen zu messen und daraus den osmotischen 
Wert zu bestimmen. 

3. Die Methode lat sich variieren: es werden die Begriffe ..Spannungs- 
konstanten-Methode“ und _ ,.Kompensationsmethode“ vorgeschlagen. Der 
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auf diese Weise gewonnene osmotische Wert stimmt gut mit dem durch 
Plasmolysemethode gefundenen iiberein. 

4. Die ,.Kompensationsmethode* erméglicht es, das osmotische Verhalten 
einzelner Zellen zeitlich genau zu verfolgen. 

5. Mit dieser Methode wurde der Einflu& verschieden konzentrierter 
KCl- und NaCl-Lésungen (10-2, 10-3 und 10-*M) auf den osmotischen 
Wert der Internodialzelle von Nitella untersucht. 

6. Unter dem Einflu&8 dieser Lésungen erhéht sich der osmotische Wert 
der Zelle. Die Zunahme des osmotischen Wertes ist in KCl-Lésung starker 
als in NaCl-Lésung. 


7. Diese Erscheinung ist auf die Ionenaufnahme der Zelle zuriick- 
zufiihren. 


Diese Arbeit wurde mit Hilfe einer Subvention durchgefiihrt, die das 
Japanische Erziehungsministerium fiir naturwissenschaftliche Grundlagen- 
forschung zur Verfiigung stellte. AuRerdem danke ich der Japanischen 
Erziehungsgemeinschaft fiir die Gewahrung eines Forschungsstipendiums. 
Herrn Prof. Dr. N. Kamiya danke ich fiir Hilfe und standige Férderung 


dieser Arbeit. Herr Dipl.-Biol. J. Kummerow war bei Abfassung dieses 
Manuskripts behilflich. 
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Elektronenmikroskopische Beobachtungen an den 
Proplastiden des Vegetationskegels von Elodea densa 


Von 


S. Strugger 


Aus dem Botanischen Institut der Westfalischen Wilhelms-Universitaét in Miinster 
Mit 2 Textabbildungen 


(Eingegangen am 12. Januar 1957) 


Durch die lichtmikroskopischen Untersuchungen von Béing (1955) 
konnie gezeigt werden, daf in den teilungsfahigen Zellen junger Blatter 
von Elodea densa Proplastiden nachgewiesen werden kénnen. Sie sind im 
Sinne der Befunde von Strugger (1950, 1953, 1954) ahnlich gebaut wie 
die bei anderen Monokotylen und bestehen aus einem amdboiden Stroma 
und einem scheibchenférmigen Primargranum. D iive] (1954) konnte da- 
gegen mit lichtmikroskopischen Beobachtungsmethoden in den Zellen der 
blatilosen Region des Vegetationskegels von Elodea canadensis solche Pro- 
plastiden nicht auffinden. Menke (1956) isolierte in der Reibschale die 
jungen Plastiden der blattlosen Region des Vegetationskegels von Elodea 
und untersuchte das Isolat elektronenmikroskopisch. Er kam zu dem 
Resultat, da die jungen Plastiden im blattlosen Teil des Vegetations- 
kegels ahnlich gebaut sind wie vollentwickelte Chloroplasten. Menke 
gibt an, daf sie viele Grana besitzen und daft ein durchgehender Lamellen- 
bau wahrscheinlich sei. Er begriindete seine Befunde mit der Bemerkung, 
daf nur die Isolationstechnik geeignet ware, die Struktur der Plastiden 
zu beurteilen. Die Ultradiinnschnittmethodik lie&e deshalb keine zwin- 
genden Schliisse zu, weil an Ultradiinnschnitten mit der bisher iiblichen 
Kontrastierungsmethodik nur die osmiophilen Strukturelemente nachge- 
wiesen werden kénnen. 


Diese Bemerkung Menkes halte ich fiir grundsatzlich wichtig. Die 
bisherigen Erfahrungen mit der Osmiumsaureimpriagnation allein deuten 
aber darauf hin, daB im wesentlichen, wenn auch schwicher, alle Struktur- 
elemente der Zelle mit Hilfe der Osmiumsaure kontrastiert werden kén- 
nen. Seitdem durch Strugger (1956) die zusatzliche Kontrastierung der 
Objekte mit Uranylacetat aufgefunden wurde, kénnen auch die protein- 
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und nukleoproteidartigen Strukturelemente der Zelle wesentlich deutlicher 
kontrastiert werden, als es bisher mit der Osmiumsiaure allein der Fall 
war. Strugger (1956) empfiehlt daher fiir die elektronenmikroskopi- 
schen Untersuchungen ultradiinner Schnitte eine kombinierte Kontrastie- 
rung mit Osmiumsaure und Uranylacetat. Auf diese Weise wird dem 
an sich berechtigten Einwand Menkes methodisch am _ besten ent- 
sprochen. 

Um die in der Literatur iiber die Struktur der Proplastiden von Elodea 
aufgetretenen grofen Diskrepanzen zu klaren, wurden in der vorliegen- 
den Arbeit mit Hilfe 
der Ultradiinnschnitt- 
technik an osmium- 
saurefixierten und mit 
Uranylacetat kontra- 
stierten Vegetations- 
kegeln von Elodea 
densa die Proplastiden 
auf ihre Struktur hin 
elektronenmikrosko- 
pisch untersucht. 

Von kraftigen Pflan- 
zen, welche sich in gu- 
tem Wachstum befan- 
den, wurden die Vege- 
tationskegel prapara- 
tiv isoliert. Die Fixa- 
tion wurde mit einer 


Abb. 1. Urmeristemzelle aus dem blattlosen Scheitel 
des Vegetationskegels von Elodea densa. Primarver- 
gréBerung 8800fach. Sekundar auf 14.700 vergr. 
1%igen OsO,-Lésung Qperer Bildrand: Zellkern. Sublichtmikroskopische 
(gepuffert mit Veronal Chromonemata in schraubiger Anordnung. Darunier 
auf pH 7) 2 Stunden zwei Proplastiden mit je einem Starkekorn. Die Primiir- 
lang bei Dunkelheit grana sind nicht getroffen. Das Stroma zeigt keine 

vorgenommen, Nach durchgehenden Lamellen. 

einer zweistiindigen 

Wasserung in Leitungswasser wurden die Vegetationskegel 4 Stunden lang 
in eine 2%ige Uranylacetatlésung eingelegt. Es folgte eine zweistiindige 
Wiasserung in Leitungswasser. AnschlieBend wurde in iiblicher Weise die 
Einbettung im Methacrylatgemisch durchgefiihrt. Die Ultradiinnschnitte 
wurden mit dem Ultramikrotom nach Sjéstrand hergestellt. Es wurden 
nur die blattlosen Scheitelpartien des Vegetationskegels geschnitten. Die 
Schnittdicke betrug 100—200 A. Fiir die Herstellung der Aufnahmen mit 
dem Elmiskop I (Siemens) danke ich Herrn Dr. Reimer (Physikalisches 


Institut der Universitat Miinster). 


An 143 elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden die im Cyto- 
plasma der Meristemzellen eingeschlossenen Gebilde systematisch analy- 
siert. Am haufigsten konnten quer- oder langsgeschnittene Chondriosomen 
beobachtet werden. Ihre Gestalt ist oval bis stabchenférmig. Sie erreichen 
eine durchschnittliche Breite von 0,32 4 bis 0,92 u und eine durchschnitt- 
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liche Lange von 0,7 u bis 1,85 u. Durch den Besitz der charakteristischen, 
von der Peripherie nach innen laufenden ,,cristae mitochondriales* sind 
sie deutlich gekennzeichnet. Sie fiihren auch niemals Starke. AuBer den 
Chondriosomen sind seltener kleine, rundlich bis oval geformte, scharf ab- 
gegrenzte Gebilde anzutreffen. Auch diese Kérper, welche mit den im 
Lichtmikroskop nachweisbaren Sphirosomen identisch sind, fiihren keine 
Starke. Ihre Innenstruktur ist dicht granulés. 


In 84 elektronenmikroskopischen Aufnahmen konnien stirkefiihrende 
Proplastiden im Schnittbild beobachtet werden. Auf Grund der bisherigen 
elektronenmikroskopischen Erfahrungen sind die Stirkeeinschliisse als 
homogene, rundliche Ge- 
bilde leicht erkennbar. 
Da nur Plastiden in der 
Pflanzenzelle Starke 
fiihren kénnen, war die 
Identifizierung der Pla- 
stiden im elektronen- 
mikroskopischen _ Bild 
bei diesem Objekt mit 
Sicherheit méglich. 

Die Proplastiden in 
den Meristemzellen des 
blattlosen Teils des Ve- 
getationskegels von Elo- 
dea densa zeigen eine 
Abb. 2. Proplastid aus einer Urmeristemzelle des verschiedene Gestalt. Je 
blattlosen Scheitels des Vegetationskegels von Elodea nach der Art der Schnitt- 
densa. PrimarvergréBerung 8800fach. Sekundar auf fiihrung sind sie rund- 

26.200 vergr. lich, oval oder langsge- 
Die améboide Gestalt des Proplastids ist deutlich. streckt. Auch trommel- 
Neben dem grofen Starkekorn ist das lamellenartig schlegelférmige Gestal- 
gebaute Primargranum getroffen. ten konnten beobachtet 

werden. 

Sie erreichen eine gréRte Lange von durchschnittlich 1,3 4 bis 2,3 yu, 
wihrend ihre durchschnittliche Breite 0.4.4 bis 1,9 betrigt. Gegen 
das Cytoplasma sind sie durch eine deutliche, doppelschichtig ausgebildete 
Membran abgegrenzt. Am haufigsten sind die im Stroma eingeschlossenen 
Starkekérner angeschnitten (vgl. Abb. 1). Sie sind von rundlicher Gestalt, 
und ihr gréfter Durchmesser schwankt zwischen 0,8 und 1,1 u. Das 
Stromaplasma besteht aus flockig aggregierten kleinen Bauelementen. 
Haufig sind leer erscheinende Riume im Stromaplasma aufzufinden. Ein 
Lamellenbau ist im Stroma dieser Proplastiden auch bei Anwendung der 
Uranylacetat-Kontrastierung nicht nachzuweisen. 





Bei giinstiger Schnittfiihrung war unter 84 identifizierten Proplastiden 
in 21 Fallen ein stark elektronenstreuendes, lamellenartig gebautes Primiar- 
granum nachzuweisen. Dieses Primargranum liegt dem Starkekorn meist 
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seitlich an und ist deutlich in das Stroma eingebettet. Ist die Schnittfiihrung 
giinstig, so kann man im Primargranum mehrere parallele Lamellenlagen 
nachweisen. Die Lamellen selbst sind aus anscheinend globuliren Struktur- 
einheiten aufgebaut (vgl. Abb. 2). Das Primargranum hat sonach die Ge- 
stalt eines Scheibchens. Sein gréfter Durchmesser betragt 0.4 bis 0.8 u. 
Sein kleinster Durchmesser (Breite des Scheibchens) 0,1 u bis 0,3 u. 


Die Plastiden der Urmeristemzellen des Vegetationskegels von Elodea 
densa sind im Sinne der Beobachtungen von Strugger (1950, 1953, 1954) 
und Béing (1955) typische Proplastiden. Eine Ahnlichkeit in ihrem Auf- 
bau mit den multigranularen, durchgehend lamellierten, erwachsenen 
Chloroplasten von Elodea konnte nicht aufgefunden werden. 

Zwischen den Meristemzellen des Vegetationskegels von Elodea densa 
konnten in den zahlreichen Ultradiinnschnitten die sublichtmikroskopisch 
dimensionierten Plasmodesmen als feine, durch die Zellmembran hindurch- 
gehende Plasmaverbindungen vielfaltig belegt werden. Sie sind im Vege- 
tationskegel genau so zahlreich, wie sie Strugger (1956) fiir das Ur- 
meristem der Wurzelspitze von Allium cepa beschrieben hat. Damit ist die 
Existenz echter Plasmaverbindungen auch fiir das Gewebe eines Sprof- 
vegetationspunktes eindeutig nachgewiesen. 


Zusammenfassung der Ergebnisse 


1. Auf Grund der in der Literatur auftretenden Diskrepanzen in bezug 
auf den Feinbau der Plastiden in den Urmeristemzellen des blattlosen 
Teils des Vegetationskegels von Elodea wurden die Urmeristemzellen mit 
Hilfe der Ultradiinnschnittechnik unter zusatzlicher Kontrastierung mit 
Uranylacetat elektronenmikroskopisch untersucht. 

2. Es wurden starkefiihrende Proplastiden aufgefunden, in deren Stroma 
ein lamellenartig gebautes, stark elektronenstreuendes Primargranum ein- 
gebettet ist. 

3. In den Urmeristemzellen des Vegetationskegels von Elodea sind so- 
nach typische Proplastiden zu beobachten, welche nicht multigranular ge- 
baut sind und keine durchgehende Lamellierung im Stroma erkennen 
lassen. 

4. Die Existenz sublichtmikroskopisch dimensionierter, echter Plasma- 
verbindungen (Plasmodesmen) konnte fiir das Gewebe des Vegetations- 
kegels von Elodea nachgewiesen werden. 
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Elektronenmikroskopische Beobachtungen 
an den Plasmodesmen des Urmeristems der Wurzelspitze 
von Allium cepa; ein Beitrag zur Kritik der Fixation und 
zur Beurteilung elektronenmikroskopischer Gréfenangaben 


Von 


S. Strugger 


Aus dem Botanischen Institut der Westfalischen Wilhelms-Universitat in Miinster 
Mit 1 Textabbildung 
(Eingegangen am 12. Januar 1957) 


Die Existenz sublichtmikroskopischer, meist aggregierter Plasmodesmen 
zwischen den Wurzelmeristemzellen von Allium cepa konnie Strugger 
(1956) elektronenmikroskopisch nachweisen. Es gelang an Hand von 
Flachenschnitten durch die Membran auch die durchschnittliche Anzahl 
dieser Plasmabriicken zu ermitteln. 

Untersuchungen an 400 elektronenmikroskopischen Aufnahmen, welche 
von Ultradiinnschnitten durch das Meristem der Wurzelspitze von Allium 
cepa angefertigt wurden, lieferten einen weiteren interessanten Beitrag 
zum Problem der Fixierungs- und Praparationsartefakte beim elektronen- 
mikroskopischen Arbeiten. Diesen Fragen muf im Hinblick auf die zu- 
nehmende Bedeutung der Elektronenmikroskopie fiir die cytomorpho- 
logische Forschung immer mehr Beachtung geschenkt werden, da es in der 
Natur der elektronenmikroskopischen Technik liegt, nur fixiertes und ultra- 
diinn geschnittenes Zellmaterial analysieren zu kénnen. 

Innerhalb der Literatur der letzten Jahre wurde an pflanzlichen Ob- 
jekten auf Grund der lichtmikroskopischen Erfahrungen die Osmiumsaure 
als Fixierungsmittel vorgezogen. Sie ist auch allen anderen chemischen 
Fixationsmitteln weit iiberlegen. Die Osmiumsaure vermag Gelstrukturen 
bestens zu konservieren. In solartigen Systemen, wie im Cytoplasma, ruft 
sie durch Koagulation des Hyaloplasmas nur die geringsten elektronen- 
mikroskopisch nachweisbaren Artefakte hervor. waihrend die Cytonemata 
(Strugger 1956) in ihrer Schraubengestalt durchaus erhalten bleiben. 

Der Fixation folgt noch eine Dehydratation in der Alkoholreihe. Wenn 
man bedenkt. daf das Protoplasma im lebenden Zustande rund 80% Was- 
ser enthalt, so ist durch den Wasserentzug in der Alkoholreihe mit Sicher- 
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heit eine recht betrachtliche Volumensverminderung des Plasmas und sei- 
ner Strukturelemente zu erwarten. Durch die Plasmodesmen, welche in 
feinen Poren das Membransystem durchsetzen, ist eine Méglichkeit gege- 
ben, die Volumensverminderung des Cytoplasmas annahernd quantitativ 
zu untersuchen. Abb. ta, b gibt solche median quer getroffene Plasmo- 
desmen wieder. Die Kontrastierung wurde sowohl durch die Osmium- 
fixation als auch durch eine nachtragliche Behandlung mit Uranylacetat 
vorgenommen (vgl. Strugger 1956). Die Plasmabriicken bestehen aus 
Hyaloplasma im elektronenmikroskopischen Sinne. Dieses Hyaloplasma 
ist relativ kleinmolekular und laRt keine distinkten Struktureinzelheiten 

erkennen. Es ist durch die 
a [2 Wes Fixation mit Osmiumsaure 


a 7 


ho a -e " : gelatiniert, wobei selbst im 
Xe - ve _. Elektronenmikroskop auf- 
et es lésbare Koagulationsaggre- 
gate bei Fixierung nicht 
entstanden sind. Die sehr 
junge Zellmembran _ ist 
durch die Uranylkationen 
sehr deutlich kontrastiert. 


ae” F 
. 


Die Aufnahmen lassen 
klar erkennen, daft die 
Plasmabriicken wesentlich 
Abb. ta und b. Allium cepa, Meristemzellen der diinner sind als der Mem- 
Wurzelspitzen. Fixation mit OsQO,, kontrastiert branporus. Die Ausmes- 
mit OsO, und UO, (C,H,O,).. PrimarvergréBerung 
8800fach. Sekundarvergroferung 23.800fach. der Plasmabriicken zwi- 
Sublichtmikroskopische Plasmodesmen, welche die ihn Seek 1 420A 
Zellmembran durchziehen. Die Schrumpfung der —e pd sei 
Plasmabriicken infolge der Préparation ist deutlich schwankt. Der Durch- 
nachweisbar, weil die Uranylacetatbehandlung auch ™esser des Membranporus 
die Zellmembran kontrastiert hat. Im lebenden Zu-  Schwankt zwischen 1100 A 
stand diirfte die Plasmabriicke den Membranporus und 1900 A. Die Zellmem- 
vollig ausfiillen. bran auferhalb des Be- 
reiches der Plasmodesmen 
ist im Durchschnitt 1200 A bis 1500 A dick, waihrend im Plasmodesmenbereich 
die Membran nur eine Dicke von 400 A bis 650 A besitzt. Das Hyaloplasma 
in der Plasmabriicke ist sonach durch die Priparationsmethodik auf ein 
Drittel bis ein Viertel der urspriinglichen Breite zusammengeschrumpft. 
Diese Volumensverminderung wird aber durch zwei Komponenten geférdert. 
Einerseits wird durch die Alkoholreihe bei der Praparation dem Hyalo- 
plasma das Wasser entzogen, wodurch zweifellos eine Kontraktion bedingt ist. 
Andererseits laBt es sich beobachten, daft infolge der Volumenskontraktion 
des gesamten Protoplasten eine im sublichtmikroskopischen Bereich lie- 
gende Abhebung des Protoplasmas von der Membran eintritt. Durch die 
Koniraktion des Protoplasten werden die Plasmodesmen gedehnt, so daf 
auch durch diesen Vorgang eine Verschmialerung der Plasmodesmen begiin- 
stigt wird. In der Tat konnte ich in elektronenmikroskopischen Aufnahmen 


sung ergab, daft die Breite 
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an schlecht fixiertem Material sogar ein vollstandiges Reifen der Plasmo- 
desmen durch diesen Prozefi beobachten. 

Im Hinblick auf die Funktion der Plasmodesmen ist es aber von Inter- 
esse, die wahre Breite der Plasmabriicken im lebenden Zustande abzu- 
schitzen. Wir diirfen mit vollem Recht annehmen, da im lebenden Zu- 
stande der ganze Porus mit Cytoplasma erfiillt ist. Da auch das junge 
Membransystem durch die Dehydratation eine Schrumpfung erfahren muf, 
diirfte der im elektronenmikroskopischen Bild ausmefbare Durchmesser 
des Porus kleiner als in vivo sein. Das Cytoplasma zeigt einen noch stir- 
keren Volumensverlust, sonst wiirden die beobachtbaren Bilder nicht zu- 
stande kommen. Die intravitale Breite der Plasmabriicken im Urmeristem 
der Wurzelspitze von Allium cepa diirfte daher gréfenordnungsmafkig 
zwischen 1000 A und 2000 A liegen. Das ist aber noch immer eine Dimen- 
sionierung, welche als sublichtmikroskopisch zu bezeichnen ist. 

Elektronenmikroskopische Gréfenmessungen an plasmatischen Gebil- 
den sind mit grofer Kritik zu werten. Es seien die Griinde dafiir kurz an- 
gefiihrt: 

1. Wie in dieser Mitteilung gezeigt ist, muff mit einem durch die Dehy- 
dratation bedingten Volumensschwund des Plasmas und seiner Strukturele- 
mente im elektronenmikroskopischen Bild gerechnet werden. Daher sind elek- 
tronenmikroskopische GréBenangaben immer kleiner als in Wirklichkeit. 

2. Elektronenmikroskopische Aufnahmen erlauben aus physikalischen 
Griinden nur eine Mefgenauigkeit von + 10%. 

3. Elektronenmikroskopisch gemessene Zahlenwerte kénnen daher bei 
statistischer Auswertung nicht behandelt werden wie andere Mefergeb- 
nisse. Eine Angabe aus etwa 200 Dickenmessungen, die etwa so lautet: 
250 A + 1,75 A, kann daher nur als tauschende und sinnlose Genauigkeit 
bezeichnet werden. 


Zusammenfassung 


1. Die Plasmabriicken zwischen den Wurzelmeristemzellen von Allium 
cepa erfahren durch die Praparation einen Schwund. 

2. Es konnte durch die Uranylkontrastierung der Membran und des 
Cytoplasmas die annahernde intravitale Breite der Plasmabriicken in der 
GroRenordnung von 1000 A bis 2000 A festgelegt werden. 

3. Messungen an elektronenmikroskopischen Aufnahmen sind einer- 
seits durch die praparationsbedingte Volumensverminderung des Proto- 
plasmas und andererseits aus physikalischen Griinden mit starken Fehler- 
quellen belastet. Eine iibertriebene Genauigkeit von Gréfenangaben 
koénnte iiber diese Verhaltnisse hinwegtauschen. 
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Uber Grana, Karyoide und Pyrenoide von Spirogyra 


Von 


Theodor ButterfaB 


Aus dem Botanischen Institut der Universitat Miinster i. Westf. 
Mit 6 Textabbildungen und 1 Tafel 
(Eingegangen am 26. Januar 1957) 


Schmitz (1883) berichtete als erster iiber ungleiche Verteilung des 
Chlorophylls bei einer Alge: Die lebenden Chromatophoren von Spirogyra 
majuscula seien deutlich derbpunktiert. Erst viel spater wurde, wie bei 
Angiospermen, erneut auch bei Spirogyra und dariiber hinaus bei vielen 
anderen Algen punktférmige Verteilung des Chlorophylls direkt beobach- 
tet (Geitler 1937, Hygen 1937, Metzner 1937, 1954, Kopetzky- 
Rechtperg 1950, 1955, Dangeard 19514, Rezende-Pinto und 
Lemos-Pereira 1955). Andere Autoren (Thomas 1952, Calvin 
und Lynch 1952) versuchten, bei Algen durch elektronenmikroskopisches 
Studium von Zelltriimmern Grana nachzuweisen. Die Elektronenmikro- 
skopie von Diinnschnitten hat aber bis heute noch keinen Anhaltspunkt fiir 
das Vorkommen echter Grana bei Algen erbracht. Vorstufen werden von 
Sager und Palade (1954) bei Chlamydomonas vermutet. Die licht- 
mikroskopischen Beobachtungen kénnen bisher erst als Indizien gelten. 

Fast alle eingangs erwahnten Autoren geben fiir Conjugaten Grana an. 
Wenn also iiberhaupt bei Algen echte Grana vorkommen, dann hier, und 
die friihe Angabe von Sch mitz (1883) legt nahe, gerade sein Objekt fiir 
besonders giinstig zu halien und genauer zu untersuchen. Obwohl diese 
Beobachtungen bei Spirogyra von spateren Autoren (Metzner 1937, 
1954, Dangeard 1951, Rezende-Pinto 1952) erneut gemacht wor- 
den sind, hat man doch auch bei dieser Alge bisher mit dem Elektronen- 
mikroskop keine Grana gefunden (Steinmann 1952, Leyon 1954a, 
1956). Le yon (1954a, 1956) hielt Grana und Pyrenoide fiir homolog, weil 
sie ahnlich gebaut sind und, wie er meinte, nicht zusammen vorkommen. 
K aja (1954) wurde durch seine Untersuchung der Anthocerotales, wo auch 
im Lichtmikroskop, auer in wenig iiberzeugender Weise durch R ez end e- 
Pinto (1948), bisher keine Grana aufzufinden waren, zur Annahme einer 
Analogie zwischen Grana und Pyrenoiden gefiihrt. Grundsatzlich schlieRen 
jedoch die Begriffe Homologie und Analogie die Méglichkeit gleichzeitigen 
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Vorkommens ein. Kopetzky-Rechtperg (1934) deutete die Karyoide 
Pallas (1894a, 1894 b), die den Conjugatenzellen eigentiimlich sein sollen, 
als unentwickelte Pyrenoide. Den sicheren Beweis konnte er nicht fiihren: 
seither hat sich niemand mehr mit Karyoiden befaft. Eine gemeinsame 
Behandlung der Grana, Karyoide und Pyrenoide ist also sehr zweckmafRig. 
Die vorliegende Arbeit soll damit einen Anfang machen. 


Die Methode 


Material. 1. Spirogyra majuscula Kiitzing aus verschmutzten Heidetiimpeln 
(pH = 6,9) des Kreises Warendorf (Miinsterland). Zygoten erméglichten die ein- 
wandfreie Bestimmung. — 2. Spirogyra (glabra?), die der Beschreibung von Spiro- 
gyra glabra Czurda (Czurda 1932) in fast allen 
Punkten gleicht; die Zygoten sind aber statt 
120 X 170 X 170“ nur 85 X 120 X 120" grof. Das 
Material kam sowohl im Warmhaus des Botani- 
schen Gartens Miinster (pH = 8,1) als auch in einem 
Freilandbecken vor und wurde, ebenso wie Spiro- 
gyra majuscula, im August und September einge- 
sammelt. Es war in lebhafter Vermehrung begriffen. 

Optik: Ortholux mit Fluoreszenz-Doppelleuchte 

und Ultropak. Fiir Durchlichtuntersuchungen standen 
die Immersionssysteme Apo ©] 60:1 (nA 1,32) und 
Fl Ol 114:14 (nA 1,32) zur Verfiigung, fiir Auflicht- 
untersuchungen Objektive bis hinauf zu UO 75 W. 
Photographische Ausriistung: Leica-Gehause mit 
Mikas, Filme Adox KB14 (Hellfeld) und KB 21 
(Fluoreszenz). Die elektronenmikroskopischen Unter- 
suchungen erfolgten an einem Elmiskop Ia von 
Siemens. Es wurde den Instituten Miinsters von dex 
Deutschen Forschungsgemeinschaft in einer eigenen 
Abteilung des physikalischen Instituts zur Ver- 
fiigung gestellt'. 

Fluoreszenzmethodik. Bei stark in Vermehrung 
begriffenem Material sind die Zellen fiir Durchlicht- | Abb. 1. Spirogyra (glabra?), 
Fluoroskopie zu dicht gefiillt; in diesen Fallen ist Grana; lebend, ungefarbt. 
das Auflicht unumganglich. Weichen die Chro- 1000X. 
matophoren in der Zelle etwas auseinander, 
so sind die Uberstrahlungen bei Durchlicht geringer, und die Fluoreszenzerregung 
in den zu beobachtenden Stellen ist besser. Dann kann man auch im Durchlicht 
gut untersuchen und photographieren. Fiir die Fluoreszenzphotographie empfiehlt 
es sich, ein nur mafig vergréferndes Immersionssystem hoher Apertur zu ver- 
wenden, z. B. Apo Ol 60:1 (nA 1,32), weil sonst die Belichtungszeiten zu lang wer- 
den. Bei mehr als 30—40 Sek. intensiver Bestrahlung mit der Hg-Héchstdrucklampe 
ist namlich das Bild stark verandert; die Fluoreszenz wird gelblich und die Grana 
verschwinden. Wegen der geringeren Helligkeit ist die Photographie im Auflicht 
trotz eigener Lichtquelle bisher nicht gelungen. Fiir die subjektive Beobachtung ist 


1 Herrn Dr. L. Reimer und Fraulein R. Hérig danke ich fiir die technische 
Durchfiihrung der Aufnahmen. 
Protoplasma, Bd. XLVIII/3 





370 Th. Butterfa® 


aber das Auflicht weit vorzuziehen, wie Metzner (1937, 1954) zuerst gefun- 
den hat. 

Préparation fiir Elektronenmikroskopie: Osmiumtetroxyd mit Uranylacetat 
nach Strugger (1956b) ohne und mit verschieden groRem Zusatz von Saccharose 
bis zu einer Gesamtmolaritat von 0,40 (Isotonie der Zellen um 0,22 mol. Saccharose). 
Einbettung in Methacrylatgemisch aus 2 oder 3 Teilen Methyl- und 8 bzw. 7 Teilen 
Butylester unter Zusatz von 1,0—1,5% Dichlorbenzoylperoxyd. Polymerisation 
24 Std. bei knapp 40°C. Die Schnitte fertigte Fraulein Dr. R. Spiekermann 
mit einem LKB-Ultramikrotom, Typ Sjostrand, an. 

Die Karyoide wurden lichtmikroskopisch durch Fixation und Farbung mit 
Pikrin-Anilinblau (Palla 1894a, 1894b) sichtbar gemacht. Konzentrierte wiasse- 
rige Lésungen von Pikrinsaéure und Anilinblau wurden dafiir in den Verhaltnissen 
23:1 bis 8:1 gemischt. Die Karyoide treten blau gefarbt hervor. 


Die Grana 


Schon im gewo6hnlichen Licht ist es leicht méglich, die von 
Schmitz (1883) angegebene ungleiche Verteilung von Chlorophyll zu 
erkennen und photographisch zu belegen (Abb. 1). Die Grana sind gleich- 


Abb. 2. Spirogyra majuscula. Granafluoreszenz. 1000X. 


Abb. 3. Spirogyra majuscula, Chromatophor einer alteren Zelle. Starke Chloro- 
phyllfluoreszenz, wohl Entmischungen. 1000X. 


mafRig iiber die Flache verieilt und diirften 0,5 4 Durchmesser nicht iiber- 
schreiten. In der Hellfeld-Seitenansicht sind sie nicht sicher zu lokalisieren. 

Im Fluoreszenzbild leuchten diese mutmaBlichen Grana viel star- 
ker als das Stroma (Abb. 2). Vor allem im Auflicht scheinen sie die einzigen 
Trager des Chlorophylls zu sein; der Beweis steht aber noch aus. Die 
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Pyrenoide treten selbst nicht hervor, werden jedoch beiderseits von grana- 
haltiger Chromatophorensubstanz iiberzogen. Diese wird durch die Pyreno- 
ide fast halbkugelférmig vorgewélbt und kann, weil sie rings um die 
Pyrenoide herum im Profil und daher dicker erscheint, eine kreisférmig 
starker fluoreszierende Zone vortauschen. In einheitlichem Material schwanki 
die GréRe der Grana in engen Grenzen. Unter ungiinstigen Vermehrungs- 
bedingungen, wenn die Randlappung der Chromatophoren geringer wird 
und die ganzen Faden ein blasseres Aussehen annehmen, findet man sehr 
verschieden gro8e, stark rot fluoreszierende, trépfchenférmige Gebilde, ver- 
mutlich Entmischungen (Abb. 3). Alle Ubergange scheinen solche Bilder mit 
der ,normalen* Erscheinungsform zu verbinden. 

Niemals wurde ein lebender Chromatophor be- 

obachtet, der homogen fluoresziert hatte. Das gilt 

fiir Spirogyra majuscula wie auch fiir Spirogyra 

(glabra?), nicht immer fiir einbandrige Arten, 

deren Grana allgemein viel kleiner und nicht in 

allen Fallen lichtmikroskopisch sichtbar sind. 


Imelektronenmikroskopischen Bild 
ist es nunmehr auch gelungen, echte Grana nach- 
zuweisen (Taf. I, 1). Spirogyra majuscula eignet 
sich dafiir besser als die andere Art. Die besten 
Ergebnisse erzielt man mit randnahen Langs- 
schnitten der Chromatophoren, weil hier die ge- 
ringe Gréfe eines getroffenen Abschnitts (Lap- 


pens) das Aufblattern weniger leicht erlaubt als 

in der Mitte. Die Dicke der Lamellen betriagt 

40 + 20 A, und die Struktur erinnert an die der } 

Grana von Aspidistra (Leyon 1954b, 1956. Ab tun , 

Steinmann und Sjéstrand 1955), wobei ~ . (8 vai 
; ; cath et j .  bra?), Chromatophor in 

auch hier eine kérnige Substanz zwischen zwei 

St i : : agree ae Profilansicht. Von oben 

tromalamellen eingelage rt ist, die in ¢ en Grana nach unten: Ein Pyreno- 

fehlt, wo dafiir die Lamellen selbst dicker er- 


: id, unmittelbar darunter, 
scheinen. 


auRerhalb der optischen 

Ebene, wahrscheinlich ein 
Die Karyoide Karyoid, dann ein Ka- 
ryoid mit einem Pyreno- 

Im gewo6hnlichen Licht sind die id. unten zwei Karyoide. 

Karyoide der lebenden Algen nur bei gréferer Das Zellinnere ist links. 
Ubung zu sehen und kénnen nicht genauer Pikrin-Anilinblau. 
untersucht werden. Lediglich in der Profil- 1900X. 
ansicht gelingt es an giinstigen Stellen, sie als 
kleine, ungefarbte, etwa halbkugelige bis unregelmaRiger geformte Erhe- 
bungen auf der Innenseite der Chromatophoren auszumachen, ahnlich wie 
auf Abb. 4, wo das Objekt allerdings gefarbt ist. Nach Fixation und Far- 
bung mit Pikrin-Anilinblau treten sie recht auffallig auch in der Flachen- 
ansicht hervor (Abb. 5). Sie kommen haufig paarweise vor und werden nur 
wenig mehr als doppelt so gro wie die kleinsten von ihnen, was sehr fiir 


27* 
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Zweiteilung spricht. Mutmafliche Teilungsstadien selbst traten jedoch nur 
selten auf. Die Zahl der Karyoide ist etwa 2—4mal so grof wie die der 


Abb. 5. Spirogyra (glabra?), Chromatophoren mit Pyrenoiden und Karyoiden. 
Einige Karyoide sind durch Pfeile markiert. Die paarige Lagerung vieler Karyoide 
ist deutlich zu erkennen. Pikrin-Anilinblau. 1200X. 


Pyrenoide, in deren Nahe sie recht oft liegen. In der Draufsicht sind sie 


rundlich und haben einen Durchmesser von 2.5—3,5 u. Von einer inneren 


Tafel I. 
Fig. 1. Spirogyra majuscula. Granum. Elektronenopt. Vergr. 16.500X. 


Fig. 2 und 3. Spirogyra (glabra?), Karyoid, etwa senkrecht zur Chromatophoren- 
oberflache geschnitten. Der Chromatophor liegt unten, ist aber nicht mehr zu sehen. 
Elektronenopt. Vergr. 16.500X. 


Fig. 4. Spirogyra (glabra?), Karyoid, etwa parallel zur Chromatophorenoberflache 
geschnitten. Netzférmige Durchbrechungen der Doppellamellen. Elektronenopt. 
Vergr. 8800. 


Fig. 5. Spirogyra (glabra?), Auflagerung von Karyoid-Doppellamellen auf den 
Chromatophor, vor allem ganz links. Das Karyoid ist nicht genau median getroffen. 
Elektronenopt. Vergr. 16.500X. 

Fig. 6. Spirogyra (glabra?), Karyoid in Teilung. Am unteren Bildrand ist rechts 
der Chromatophor zu sehen. Elektronenopt. Vergr. 16.500. 


Fig. 7. Spirogyra (glabra?), Pyrenoid mit weniger dichter Randzone. Die fadige 
Grundsubstanz ist vor allem rechts zu erkennen. In den Spalten des Pyrenoids sind 
unverdickte Lamellen sichtbar. Elektronenopt. Vergr. 16.500X. 


Fig. 8. Spirogyra majuscula, .Sprossung™ eines Pyrenoids. Das Pyrenoid scheint 
zwischen zwei Starkekérnern hindurch nach auBen (nach links) zu wachsen. Elek- 
tronenopt. Vergr. 8800X. 
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Struktur war nichts zu erkennen. Karyoide werden auf allen Teilen der 
Chromatophoren-Innenseite angetroffen und nicht etwa nur entlang einer 
gedachten Mittellinie. 

Im F luoreszenzmikroskop sind die Karyoide nicht zu sehen. 

Ein ganz iiberraschendes Bild bietet sich im Elek t ronen mikroskop. 
Die Karyoide sitzen als wohlgeformte Kérper mit einem zentralen Paket 
dichter und parallel liegender Doppellamellen, die nach auBen hin aul- 
blattern und netzférmig durchbrochen sind (Taf. I, 4), der Innenseite des 





Abb. 6. Blockschema der méglichen Struktur eines Karyoids (erster Versuch). Unten 

der Chromatophor (Grana weggelassen), auf den sich durchbrochene Doppellamel- 

len auflagern. Nur ein Viertel des Zentralpakets ist gezeichnet. Die oberen Karyoid- 

lamellen sind links willkiirlich abgeschnitten worden, um das Schema iibersicht- 

licher zu machen und weil ihr weiterer Verlauf und ihre dortige Struktur nicht 
genau bekannt sind. 


Chromatophoren auf (Taf. I, 2, 3). Der erste Eindruck ist der eines Primir- 
granums der Angiospermen; aber das Karyoid liegt nicht wie dieses im 
Chromatophor sondern im Cytoplasma, denn gegen die Vakuole hin ist 
nur eine einzige Membran festzustellen, die auch Chondriosomen (auf den 
wiedergegebenen Abbildungen nicht sichtbar) umschlieRt. 


Die Doppellamellen des Zentralpakets bestehen aus stark gefarbten ein- 
fachen Lamellen von etwa 70 A Dicke, die zwischen sich eine Zone schwa- 
cher Elektronenstreuung einschlieRen. Der Periodenabstand betragt 300— 
350 A. Im Zentralpaket, und nur hier, ist jeweils zwischen zwei Lamellen- 
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paare eine stark elektronenstreuende Substanz in zwei Schichten eingela- 
gert; ob es sich auch hier um eine weitere, allseits geschlossene Doppel- 
lamelle wie bei den Grana von Chlorophytum (Strugger 1956a) oder 
von Aspidistra (Steinmann und Sjéstrand 1955, Leyon 1954a, 
1956) handelt, war nicht sicher zu erkennen. An der Peripherie des Zentral- 
pakets sind aber jeweils zwei Lamellenpaare durch eine schmale dunkle 
Zone verbunden. Die Lamellen sind im Zentralpaket nicht iiberall gleich 
dick, sondern in Abstainden von ebenfalls 300—350 A leicht eingeschniirt 
(Abb. 6). Auf einen photographischen Beleg wird in der vorliegenden 
Arbeit verzichtet, da diese schwer sichtbaren Einschniirungen bei der Repro- 
duktion verlorengehen diirften. 

In einiger Entfernung vom Zentralpaket werden die Lamellenpaare 
fortgesetzt als scheinbare Reihen langerer oder kiirzerer, geschlossener 
Schliuche oder Blaschen (Taf. I, 2, 3, 5). Die Doppellamellen bleiben zwar 
als solche erhalten, werden aber netzférmig durchbrochen (Taf. I, 4), wobei 
die Maschen des Netzes mit der Entfernung vom Zentralpaket zuniachst 
gr6Rer werden. Das gebildete Netz iiberwachst den Chromatophor vor 
allem auf der Innenseite und bildet hier eine weniger stark durchbrochene 
Doppellamelle, die sich dem Chromatophor auflagert (Taf. I, 5; Abb. 6). 
Unmittelbar darunter beginnt das Lamellenwerk des Chromatophors, das 
an der Peripherie sehr dicht gepackt ist. Eine Abgrenzung dieser Doppel- 
lamelle gegen den Chromatophor, der auf vielen hier nicht wiedergegebenen 
Bildern selbst 6fter deutliche Doppellamellen enthalt, war nicht méglich 
(Taf. I, 5: in dieser Hinsicht ist Abb. 6 zu sehr schematisiert). 

Taf. I, 6 zeigt ein Teilungsstadium, wobei offen bleibt, ob dieser Zustand 
im Lichtmikroskop nicht bereits als ein getrenntes Paar von Karyoiden in 
Erscheinung tritt. Jedenfalls kann an der Vermehrung durch Zweiteilung 
kein Zweifel mehr sein. Auferdem scheint aus manchen unver6ffentlichten 
Aufnahmen hervorzugehen, da auch ganze Schichten aus mehreren Lamel- 
len sich vom Karyoid ablésen und dem Chromatophor nahern kénnen. 

Die beschriebene Erscheinungsform der Karyoide kommt bei Spirogyra 
(glabra?) vor und kann auch bei dieser Art variieren. Bei Spirogyra majus- 
cula sind die Verhaltnisse auf die beschriebenen zuriickfiihrbar. Auch hier 
ist es mehrfach gelungen, zwei Karyoide auf ein Bild zu bekommen; auch 
diese Bilder lassen keinen Zweifel an der Zweiteilung. Die Lamellenpakete 
kénnen bei beiden Arten am Rand nach oben aufgebogen sein und dann 
einen wenig kontrastierten, rundlichen Koérper unbekannter Zusammen- 
setzung einschlieRen. 


Die Pyrenoide 


Die Pyrenoide, vor allem die gréReren, lagen einigermafen in der ge- 
dachten Mittellinie der Chromatophoren und zeigten lebend im ge w 6 ha- 
lichen Licht keine deutliche innere Struktur. In manchen Fallen war 
so etwas wie ein Teilungsstadium zu sehen, oder zwei Pyrenoide lagen nahe 
beisammen (Czurda 1938, S. 167); im Vergleich zu den Karyoidpaaren 
waren solche Paare sehr selten, traten jedoch, wo iiberhaupt, dann in Mehr- 
zahl auf. Obwohl ganz verschieden groe Pyrenoide vorkamen (Czurda 
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1928, 1929), konnte doch keines mit einem Durchmesser von weniger als 
etwa 2 u sicher erkannt werden. Der von Hifler, Ziegler und Luhan 
(1956) angegebene Mittelstrang, dem entlang die Pyrenoide liegen sollen, 
war nicht zu sehen. 

Die Pyrenoide fluoreszierten offenbar nicht. Sie haben auch 
keine Beziehung zur Fluoreszenz des Chromatophors. Worauf die éfter 
sichtbare ringférmig starker fluoreszierende Zone zuriickgefiihrt werden 
kann, ist bereits mitgeteilt worden. 

Elektronenoptisch ist es gelungen, die Existenz von unverdick- 
ten Lamellen in den Spalten nachzuweisen (Taf. I, 7: vgl. Miihlethaler 
1955 a). Ein solcher Spalt tritt innerhalb einer Doppellamelle auf, die zwei 
Pyrenoidkérper trennt. An der Peripherie des Pyrenoids scheinen die bei- 
den Lamellen eines Spalts als Paar im Chromatophor weiterzulaufen (auf 
den beigefiigten Abbildungen nicht zu sehen). Der Spalt selbst wird wohl 
beim praparationsbedingten Auseinanderweichen der beiden Lamellen eines 
Paars erst sekundir entstehen. Weitere Lamellen (vgl. Leyon 1954a, 
Schema-Abb. 11) waren nicht sicher zu erkennen. Die Grundsubstanz ist 
fadig gewunden (Taf. I, 7) mit einer Fadenbreite von 80 + 253A. Bei den 
untersuchten Arten trifft man meist keine einigermafen ebene Lagerung 
der machtigen Pyrenoidkérper an; vgl. Leyon 1954a, 1956. Sie kénnen 
napfférmig eingedriickt, gebuckelt und gefaltet sein und daher recht kom- 
plizierte Bilder liefern (Taf. I, 7, 8), je nach Schnittebene und Alter des 
betreffenden Pyrenoids. An den Enden der meist etwas langlichen Pyreno- 
ide sieht man 6fter, wie sich die Pyrenoidsubstanz weniger dicht nach aufen 
fortsetzt (Taf. I, 7). — Taf. I, 8 kénnte man als .Sprossung* (Boubier 
1899, Geitler 1926) deuten. 


Besprechung 


Karyoide, Pyrenoide und Grana sind also im Grunde recht ahnlich ge- 
baut. Sie bestehen aus Biindeln von Doppellamellen; zwischen je zwei die- 
ser Doppellamellen ist eine nach Osmium-Uranyl-Farbung stark elektronen- 
streuende Substanz eingelagert. Die Lamellen setzen sich in die Umgebung 
fort. 

Die Vorstellung von Bea uve rie (1938) iiber die Anfange der G rana- 
bildung bei Spirogyra ist durch den Nachweis echter Grana iiberholt. 

Die verschiedenen, bis dahin vertretenen Ansichten iiber die Natur der 
Karyoide hat Kopetzky-Rechtperg (1934) zusammengestellt. 
Das lichtmikroskopische Studium hat keine Tatsache erbracht, die von den 
Befunden Pallas (1894 a, 1894 b) wesentlich verschieden oder ihnen gegen- 
iiber neu wire. Die elektronenmikroskopischen Bilder geben Palla im 
Gegensatz zu den Ansichten mancher spateren Autoren in zwei weiteren 
Punkten recht: Karyoide liegen im Cytoplasma und sind (vgl. Czurda 
1937) keine Reservestoffe. Die eigenartige Struktur wurde jetzt aufgedeckt 
und die Zweiteilung gesichert. 


Die Elektronenmikroskopie der Pyrenoide fiihrte zu einigen neuen 
Erkenntnissen gegeniiber Le yon (1954a). Unverdickte Doppellamellen 
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durchziehen das Pyrenoid, und die zwischen je zwei dieser Doppellamellen 
eingelagerte Pyrenoidsubstanz ist fadig gebaut. An den Enden vieler 
Pyrenoide kommen Zonen geringerer Packungsdichte dieser fidigen Sub- 
stanz vor; diese kénnen ebensogut Abbau- wie Zuwachszonen sein (vgl. da- 
zu Schmitz, S.134). Ein Anhaltspunkt fiir das Vorkommen weiterer 
Lamellen, die nach Leyon (1954a, Schema-Abb. 11) aus den Pyrenoid- 
kérpern heraustreten sollen, war dagegen nicht zu gewinnen. 


Nachdem als sicher gelten darf, daR zumindest die Karyoide sich allein 
durch Zweiteilung vermehren, liegt die Frage nahe, wie sich die Pyrenoide 
von Spirogyra verhalten. Sie kénnen als (unbegrenzt?) kleine Gebilde fern 
von den gréReren erstmals auftreten (Bildung ,,de novo“). Anderseits ver- 
mehren sie sich auch durch aquale oder (Sch mit z 1883) inaiquale Teilung. 
Der Lamellenbau legt nahe, daf ein Pyrenoid ganz passiv durch Spannun- 
gen im Chromatophor auseinandergezogen werden kénnte. Die ,,Sprossun- 
gen“ scheinen nun auch elektronenmikroskopisch nachgewiesen zu sein 
((Taf. I, 8, Abb. 15), wobei ein Pyrenoid zwischen zwei Starkekérnern hin- 
durch nach auen wachsen wiirde; es sind jedoch auch andere Deutungen 
des Bildes denkbar. — Die Frage nach dem Vermehrungsmodus der Pyreno- 
ide kann also noch nicht definitiv beantwortet werden, wenn auch eine 
echte ,,de-novo*-Bildung nur schwer vorstellbar ist. Auf die Ansicht 
Kopetzky-Rechtpergs (1934) iiber einen ontogenetischen Zusam- 
menhang zwischen Karyoiden und Pyrenoiden wird noch eingegangen wer- 
den. 

Vom Karyoid aus lagern sich Netzdoppellamellen auf den Chromato- 
phor auf, dessen Peripherie aus einer vielschichtigen Lamellenlage besteht; 
diese geht nach innen in den Chromatophor iiber. Ein Peristromium im 
Sinne von Miihlethaler (1955b) und Strugger (1956a) existiert 
also hier nicht und ebensowenig eine Chromatophorenmembran wie bei 
Angiospermen (Finean, SjéstrandundSteinmann 1953, Miihle- 
thaler 1955a). Diese enge strukturelle Verbindung zwischen Chromato- 
phor und Karyoid legt die Vermutung eines auch ontogenetischen Zusam- 
menhangs nahe. Dann wire das Karyoid ein Wachstumszentrum, das dem 
zukiinftigen Primargranum homolog ist. Zugunsten dieser Hypothese kann 
man neben der Lagebeziehung und dem absoluten Fehlen einer trennenden 
Membran zwischen Karyoid und Chromatophor folgende Hinweise an- 
fiihren: 


a) Auch die Primargrana von Chlorophytum und Helianthus (Strug- 
ger und Perner 1956, Perner 1956a, 1956b) sind lamellierte K6rper, 
aus denen sich die Lamellen des Chloroplasten abgliedern. Die Lamellen 
der Primiargrana sind in ihrer Langsausdehnung ebenfalls rhythmisch ge- 
baut, und selbst die Dimensionen der Grundelemente liegen in derselben 
GréRenordnung (Primargrana um 450A nach Perner [1956a]; Karyoide 
300—350 A). 

b) Aus dem allgemein anerkannten Postulat, da® am Anfang der phylo- 


genetischhen Entwicklung Chromatophoren und nachmaliges Cytoplasma 
dieselbe Wurzel haben, ergibt sich die Méglichkeit, da sich dieser Zusam- 
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menhang bei weniger weit differenzierten Formen noch ontogenetisch er- 
halten hat. Das Fehlen der Membran ist ja sichergestellt. 

c) Das ontogenetisch weit am Anfang stehende Primargranum der 
Angiospermen sollie unter den phylogenetisch weniger weit entwickelten 
Pflanzen ein Homologon haben. Da der Chromatophor von Spirogyra echte 
Grana besitzt, die mit den Sekundargrana der Angiospermen im Bau offen- 
bar weitgehend iibereinstimmen, repriasentiert er ein soweit fortgeschritte- 
nes Entwicklungsstadium, daft er in seiner Gesamtheit fiir diese Homologi- 
sierung nicht mehr in Frage kommt. Anders liegt der Fall aber z. B. bei 
Cyanophyceen (Niklowitz und Drews 1956) und Rhodophyceen 
(Myers, Preston und Ripley 1956). 


d) Wenn trotzdem Proplastiden fehlen, interkalares Wachstum (K o | k- 
w itz 1899) dagegen beliebig lange fortgesetzt werden kann, wire dies am 
einfachsten durch die Annahme persistierender embryonaler Zentren zu 
erkliren, die den Chromatophor aufbauen. Zweifellos sind die Karyoide 
persistierende embryonale Zentren; es fragt sich nur, wofiir. Die zweite 
Méglichkeit, da® die Pyrenoide solche (primaire) embryonale Zentren waren, 
hat weniger fiir sich. 

e) Kopetzky-Rechtperg (1934) kam lichtmikroskopisch zu der 
Vorstellung, Karyoide seien unentwickelie Pyrenoide. Da die Pyrenoide 
Teile des Chromatophors sind, kann ein ahnlicher Zusammenhang nur dann 
bestehen, wenn auch der iibrige Chromatophor aus dem Karyoid hervor- 
geht. Uberblickt man die Gesamtheit der Algen, soweit sie Pyrenoide fiih- 
ren, so sind diese oft nach der Innenseite der Chromatophoren verschoben, 
liegen dieser an oder ragen sogar in die Vakuole hinein (vgl. Knight 
1929/30. Dangeard 1937, Chadefaud 1941, Tschermak-Woess 
1953, Simon 1954 u.a.). Selbst ihre urspriingliche Zugehérigkeit zum 
Chromatophor ist nicht immer ganz sicher zu erkennen (vgl. z. B. Ts cher- 
mak-Woess 1953), 

f) Obwohl man Karyoide bisher nur von Conjugaten kennt, kommen 
in anderen Algengruppen ebenfalls Kérperchen vor, die sich selbstindig 
teilen kénnen und denen z.B. Chadefaud (1941) den Ursprung der 
Pyrenoide zuschreibt. 


Die dargestellte Hypothese besagt also. daB die Spirogyra-Karyoide als 
Wachstumszentren des Chromatophors im Peristromium als einem Teil des 
Cytoplasmas (Senn 1908) liegen und erst auf einer héheren Stufe durch 
eine Proplastidenmembran von diesem abgegliedert werden; sie wiren somit 
den Primargrana homolog. Die Funktion der Karyoide brauchte sich aber 
mit der Bildung der Chromatophoren nicht unbedingt zu erschépfen. — 


Weitere Untersuchungen miissen zeigen, ob diese Gedanken richtig sind. 


Zusammenfassung 


1. Grana, Karyoide und Pyrenoide von Spirogyra majuscula und einer 
weiteren, der Spirogyra glabra nahesiehenden Art, wurden licht- und 
elektronenmikroskopisch untersucht. 
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2. In den Chromatophoren von Spirogyra majuscula konnten auch 
elekironenoptisch echte Grana nachgewiesen werden. Ihr Durchmesser 
betriigt weniger als 0,5 u, die Lamellendicke etwa 40 + 20 A. Die Struktur 
erinnert an den Aspidistra-Typ. 

3. Die Karyoide Pallas sind lamellierte Kérper hoher Ordnung 
und keineswegs Reservestoffe. Sie liegen im Cytoplasma, vermehren sich 
durch Zweiteilung, fluoreszieren nicht und bestehen aus einem zentralen 
Paket dichter und parallel liegender Doppellamellen (Periode 300—350 A), 
das am Rande aufblattert. Die Doppellamellen sind auferhalb des Zentral- 
pakets netzférmig durchbrochen: die untersten lagern sich auf den Chroma- 
tophor auf. Innerhalb des Zentralpakets ist jeweils zwischen zwei Lamellen- 
paaren eine nach Osmium-Uranyl-Farbung stark elektronenstreuende Sub- 
stanz enthalten, vielleicht auch wieder als geschlossene Doppellamelle, wie 
man es bei den Grana mancher Angiospermen-Chloroplasten annimmt. Eine 
Chromatophorenmembran fehlt. Die Peripherie der Chromatophoren be- 
steht aus einem dichten Lamellenpaket, das von den aufgelagerten Doppel- 
lamellen des Karyoids nicht erkennbar abgesetzt ist und nach innen in die 
Chromatophorenlamellen iibergeht. 

4. Die Pyrenoide sind im Grunde ebenso gebaut wie die Karyoide. 
Zwischen den einzelnen Pyrenoidkérpern ziehen unverdickte Lamellen- 
paare hindurch. Die Pyrenoidkérper bestehen aus gebuckelten, gefalteten 
oder eingedriickten Platten, die nur selten einigermafen eben im Chromato- 
phor liegen und deren Substanz die Form dicht gewundener Faden von 
etwa 80 A Dicke hat. Randpartien geringerer Dichte wurden beobachiet. 


5. Es wird versucht, die Natur der Karyoide mit Hilfe phylogenetischer 
und anderer Erwagungen zu deuten und mit dem Primiargranum der 
Angiospermen in Beziehung zu setzen. 


Herrn Professor Dr. Siegfried Strugger danke ich verbindlichst fiir einen 
Arbeitsplatz und die Erlaubnis zum Gebrauch der Einrichtungen seines Instituts. 
Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich fiir ihre Unterstiitzung. 
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Uber die Verinderlichkeit des Chlorophyligehaltes einiger 
Pflanzen im Ablauf eines Tages 


Von 
K. Wendel 
Mit 9 Textabbildungen 
(Kingegangen am 2. Februar 1957) 


Die heutige Auffassung iiber die Verinderlichkeit des Blatigriins steht 
nicht mehr unter dem gewichtigen Einflu® der klassischen Schule der 
Chlorophylliforschung, welche durch Willstatter und Stoll (1913, 
1918) die Konstanz des griinen Pigments und ein annahernd konstantes 
Verhaltnis der Chlorophyllkomponenten wiahrend der Photosynthese nach- 
zuweisen glaubie. Die Lehre von der absoluten Konstanz und die Annahme. 
da das Chlorophyll der lebenden Zelle eine stabile Substanz darstelle, 
hatte Eingang in die Pflanzenphysiologie gefunden. 

Doch schon vor diesen grundlegenden Untersuchungen fehlie es nicht an 
abweichenden Ergebnissen (Wiesner 1907, Stah1 1909, Wagner 1914), 
welche in der Folgezeit insbesondere durch Henrici (1927), Noack 
(1932) und Zeller (1935) als kurzfristige und grofzeitliche Pigmentver- 
inderungen bestitigt wurden. 

Die neueren und neuesten Ergebnisse der Chlorophyllforschung zeigen, 
da solchen Veranderungen grundsatzlich die gréfere Wahrscheinlichkeit 
gegeniiber der Konstanz eingeraumt werden muf. Die Miinchener Arbeiten 
von Bukatsch (1939, 1940, 1942), Wendel (1940, 1948, 1950) undSteuer 
(1944) haben die recht gleichsinnigen Ergebnisse ausgedehnter Unter- 
suchungen erstmals dargestellt und hiermit eine intensivere und viel- 
seitigere Bearbeitung dieses Problems angeregt. Es ist weiterhin ein Ver- 
dienst Montforts (1942) und seiner Mitarbeiter, nach dem Beweis einer 
recht hochgradigen Lichtempfindlichkeit des Chlorophyllfarbstoffes bei ge- 
wissen Pflanzen als erster die Bedeutung des ,,photolabilen Chlorophyll- 
apparates“ erkannt zu haben, was in der Definition der verschiedenen 
Reaktionstypen Ausdruck fand. Er selbst bekraftigte dies mit den Wor- 
ten: Die von Willstatter und Stoll (1918) ausschlieBlich ermittelte 
und von Seybold bestiatigte Stabilitaét der Farbstoffeinrichtung gilt 
offenbar fiir einen bestimmten Reaktionstypus* (zit. Montfort 1942, 
s. 456). 
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Wahrend die im Verlaufe von Vegetationsperioden auftretende quan- 
titative Chlorophyllverinderung, wie sie von Stalfelt (1927), Zacha- 
rowa (1929), Schertz (1929), Montfort und Zéllner (1942), 
Steuer (1944), Montfort (1950) und Zahn (1952) beschrieben wurde, 
hereits anerkannt wird, ist das Vorkommen kurzfristiger Schwan- 
kungen, besonders von bestimmter Seite, kategorisch bestritten worden 
(Seybold 1940, 1941, 1950 und Egle 1944). 


Es soll hier nicht auf Einzelheiten dieser gegeneinander gerichieten Veréffent- 
lichungen aus den Miinchner und Heidelberger Instituten eingegangen werden. Daf 
man tatséchlich mit beiden zur Diskussion gestellten Aufarbeitungsmethoden zu 
vergleichenden Ergebnissen kommen konnte, war von Bukatsch (1942) bewiesen 
worden: die in drei Arbeiten beschriebene Methode (Wendel 1948, 1950, 1950), 
welche die Methodik vorliegender Untersuchungen enthalt, ist auch von anderer 
Seite als zweckdienlich und fehlerfrei beurteilt worden’. Die Darstellung der 
seinerzeit im Botanischen Garten zu Miinchen erarbeiteten Ergebnisse, deren Ver- 
offentlichung leider infolge der Zeitverhaltnisse und der Dringlichkeit anderer, 
industrieller Arbeiten und Aufgaben bisher zuriicktreten mufte, kann nun auch 
andere, neuere Resultate beriicksichtigen, da kurzfristige Pigmentschwankungen 
inzwischen auch von anderen Autoren angegeben worden sind. 


Wenn man die von Henrici (1927) mitgeteilten tagesperiodischen 
Chlorophyllschwankungen an Steppengrisern in Bechuanaland jene tag- 
liche, oft betrachtliche Chlorophyllabnahme und niachtliche Regeneration 
mit Lundegardh (1930) infolge der unbekannt gebliebenen Bezugs- 
groRe in Frage stellen wiirde, so waren solche von Bukatsch (1939) 
erstmals an alpinen Pflanzen beobachtet worden: Rumex alpinus und 
Adenostyles albifrons zeigen an ihrem alpinen Standort reversible Pig- 
mentschwankungen um die Tagesmitte, meistens deutlichhe Abnahmen, auf 
welche ein nachmittiglicher Anstieg folgte. Das gegensatzliche Verhalten 
der gleichen Pflanzen am Ebenenstandort mit einem Anstieg des Chloro- 
phyligehaltes um die Tagesmitte (Bukatsch 1940) zeigte, daf die Pig- 
mentschwankungen keine Eigentiimlichkeit alpiner Pflanzen war?. M ont- 
fort (1950) konnte zehn Jahre spater bestatigen, da gerade viele Alpen- 
pflanzen an ihrem natiirlichen Verbreitungsgebiet ,ausgesprochen photo- 
labil angetroffen werden“ (zit. s. 221). Ich habe die Ergebnisse von 
Bukatsch bestitigen kénnen; da damit ein allgemeines, fiir 


1 Sie wurde von Herrn Geheimrat Prof. Dr. H. Fischer begutachtet; die ge- 
lieferten Fraktionen wurden im Organisch-Chemischen Institut gepriift und 
spektroskopisch rein sowie frei von Zersetzungsprodukten gefunden. Die Methode 
fand Beifall und wurde von Mittenzwei daselbst auch zur Chromatographie 
des Purpurbakterienpigments eingefiihrt. 


2 Wendel (1949) zeigte, da& die von Bukatsch (1939) ermittelten Werte 
infolge der Anwendung des Dubosq-Kolorimeters (das iibrigens auch von Wi1lI- 
statter und Stoll zur Pigmentmessung verwendet wurde) einer Korrektur be- 
diirfen. Das Ausmaf der Schwankungen ist bei Anwendung des Pulfrich-Photo- 
meters geringer; dieses konnte aber unter den Bedingungen des hochalpinen Stand- 
ortes seinerzeit von Bukatsch nicht eingesetzt werden. 





384 K. Wendel 


alle Pflanzen giiltiges Urieil gefallt sei, wurde niemals be- 
hauptet (Wendel 1940). 

Anfanglich nahmen auch Montfort und Zéllner (1942) ablehnend 
Stellung, obwohl sie doch selbst nicht allein Zersetzungen, sondern auch 
kurzfristige Anstiege (13—17%) fanden, diese mit einer verschiedenen Stabi- 
litat der Farbstoffeinrichtung in Zusammenhang bringen und die angefiihr- 
ten kurzfristigen Anstiege und Depressionen mit folgenden Worten be- 
urteilen: So grundsatzlich unméglich, wie die Chlorophyllphysiologie das 
hinstellt, kommt uns ein solches Verhalten heute nicht mehr vor“ (zit. s. 425). 

Aus den Untersuchungen von E gle (1944) ist bemerkenswert, da keine 
Schwankungen gréferen Ausmafes (zit. s. 99) nachgewiesen wurden. 
Dagegen wurden kurzfristige Chlorophyllschwankungen wie auch — ver- 
mutlich jahreszeitlich bedingte — Verainderungen des Chlorophyllkompo- 
nentenverhaltnisses fast gleichzeitig von Steuer (1944) nachgewiesen. 
Steuer hat unsere Ergebnisse bestatigen kénnen. 

In allerjiingster Zeit haben Zahn (1952) und Sironval (1952) in 
lichtékologischen Untersuchungen das Problem der kurzzeitlichen Chloro- 
phyllverinderung aufgegriffen. Zahn bestatigt, da eine deutliche, quan- 
titative Verainderung im Pigmenigehalt innerhalb eines Tages durchaus 
mdglich ist — ebenso méglich aber auch eine Konstanz am darauffolgenden 
Tage (Syringa, Abb. 31). Nach seiner Ansicht verleiht gerade diese ,,zeit- 
weilige Konstanz*, die auch bei Platanus acerifolia beobachtet wurde, den 
aufgedeckten Fluktuationen*, welche z. T. gleichsinnig ablaufen, einen 
héheren Grad von Wahrscheinlichkeit (zit. n. Diss.). Bei Rhododendron sp. 
unterlag der Chlorophyllgehalt in Tageskurven z. T. nur unregelmafigen 
Schwankungen, die, wie Verfasser angibt, in der Art ihres Kurvenverlaufes 
dennoch fiir ihre Realitat sprachen; der einige Male ermittelie mittagliche 
Chlorophyllanstieg von bis zu 13% des Morgenwertes, der ebensowenig ver- 
allgemeinert werden darf, ist dazu angetan, neben den_ grofzeitlichen 
Iluktuationen beriicksichtigt zu werden. 

Sironval (1952, 1954) berichtet iiber tagliche quantitative Chloro- 
phyllveranderungen in Blattern, ebenfalls als mittagliche Anstiege (zwi- 
schen 8 und 14 Uhr) mit einem nachfolgenden Abfall am Abend und 
wahrend der Nacht. Das Ausmaf dieser periodischen Schwankung, welche 
bis zu 25% des Morgenweries betragt, wird mit dem jeweiligen Entwick- 
lungsstadium der Pflanze, aber auch mit der Tageslange und der Tempera- 
tur bzw. dem Temperaturgefalle zwischen dem Morgen, Nachmittag und 
der Nacht in direkten Zusammenhang gebracht. Die héhere Temperatur 
begiinstigt, nach Ansicht des Autors, die Schwankung des Pigments und 
stellt die Umweltbedingung dar, welche die tagliche ,,Fluktuations-Ampli- 
tude“ bestimmt. Sironval hat mit dem Auffinden von periodischen und 
reversiblen Chlorophylliagesschwankungen im Sinne mittiglicher Chloro- 
phyllanstiege die Ergebnisse von Bukatsch und Wendel bestiatigt. 
Der Verfasser beschlieBt seine Ausfiihrungen mit der Vorstellung eines 
.métabolisme chlorophyllien*, dessen Amplituden als Synthese- und Hydro- 
lyseprozesse charakterisiert werden kénnen. 





Uber die Veranderlichkeit des Chlorophyllgehaltes 
Eigene Untersuchungen und Ergebnisse 


Die Untersuchung quantitativer Veranderungen im Chlorophyllgehalt 
eines Blattes in kurzen Zeitriumen setzt die homogene Verteilung der 
Farbstoffmenge im Blatt voraus und erfordert somit ausgewachsenes 
Blattmaterial. Da die lichtabsorbierende Blattflache sinngemaf die Grund- 
lage fiir die Beurteilung quantitativer Chlorophyllveranderungen darstellt, 


Tab. 1. Unterschiede im Chlorophyll- Tab. 2. Chlorophyll- (a+ b-) Tages- 
gehalt bei  gleichzeitiger Probeent-  schwankungen in Blattern von Rumex 
nahme, alpinus (1) und Senecio clivorum (2), 
angegeben in mg/10cm? Flache. Stand- 
% (a+b) im ort: Botanischer Garten, Miinchen. 
; Mittel von 
Objekt 








= Tageszeiten der Extraktion 
5 Analysen- ‘ 


proben 8.00 Uhr 13.00 Uhr 


18.00 Uhr 








Senecio clivorum .. . bis 1,6 840 800 
Aristolochia sp... . . 2,0 2 860 820 
Polygonum sacch.. . . 2,2 780 760 
Ficus elastica. . . . . is 0,5 840 850 


Ficus altissima. .. . 2,5 815 730 


800 710 


ee sats 900 815 
erscheint sie als Bezugseinheit am 


brauchbarsten. Vergleiche zeigen, da 

gleichzeitig entnommene Analysen- ° 820 

proben innerhalb des Bereiches der = 

Probeentnahme beziiglich der Ge- ets 
samtchlorophyllmenge keine nen- 

nenswerten Unterschiede aufweisen pe 

(Tab. 1). Eine weitere Bedingung be- 860 

stand darin, da das Untersuchungs- 

material unter weitgehend gleich- 

maBigen, nahezu klimatisch konstanten Verhialtnissen stand. Bezugnehmend 
auf die friiher mitgeteilten Ergebnisse. kann, nach photometrischer Uber- 
priifung der von Bukatsch kolorimetrisch ermittelten Schwankungs- 
betrage. das Ausmafi dieser angegeben werden (Tab. 2). Diese Tages- 
veranderungen im Chlorophyll- (a+ b-) Gehalt lassen sich auch bei 
Aristolochia sipho, Polygonum sacchalinense und Adenostyles albifrons 
feststellen. In der Regel handelt es sich um Tagesginge mit deutlichem 
Hochstand um die Tagesmitte. so da die friiher ausgesprochene Ver- 
mutung einer Tagesrhythmik (Wendel 1940) bei genannten Pflanzen be- 
rechtigt war. 


Lag es auch nahe. die verschiedenen Belichtungsverhaltnisse ursachlich 
mit dem zuweilen abweichenden Verlauf in Verbindung zu bringen. so 
lieBen doch Untersuchungen an dunkel exponierten Blattern solche Méglich- 
keiten bezweifeln. Auch Bukatsch (1939) fand die Chlorophylltages- 
kurven ziemlich unabhangig von Art und Menge der Einstrahlung. so da 
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sich keine deutlichen Beziehungen zwischen tageszeitlicher Schwankung und 
Wetter bzw. Lichtfeld ergaben. Nach Untersuchungen Montforts (1942) 
sind sogar an ausgesprochenen Starklichtpflanzen Pigmentschwankungen 
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Abb. 1 (oben). 
Abb. 2 (unten). 

Tagesperiodische Chlorophyll- (a+ b-) Schwankungen in Blattern von Rumex 
alpinus (Abb. 1) und Adenostyles albifrons (Abb. 2). 
(Veranderungen angegeben in relativen Chlorophyligehalten: I = Botanischer 
Garten. Miinchen. Il =alpiner Standort; +2= die durch Photometrie mégliche 
Fehlerbreite). 


erkennbar. Bei den mit Licht verschiedener Lichtquellen erzielten Ver- 
inderungen handelt es sich nicht nur um ..Zerstérungen“, sondern auch 
um Anstiege des urspriinglichen Chlorophyllgehaltes: wie der Verfasser 
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erwihnt, deuten einige ,Erfahrungen, wonach von einer Méglichkeit der 
Neubildung verlorengegangenen Chlorophylls* (zit. s. 421) gesprochen wird, 
schon auf die Beobachtung re versibler Veranderungen hin. 

Ein solches Verhalten steht im gewissen Gegensatz zur rein photooxyda- 
tiven Zerstérung des Pigments mit zunehmender Intensitat der Belichtung 
(Noack 1925, Nagel 1939, Montfort 1940). Die von Montfort (1940) 
festgestellten kurzfristigen Chlorophyllschwankungen, wie sie nach Be- 
strahlung mit direktem Sonnenlicht und anderen Lichtquellen auftraten, 
sind hier in Tabelle 3 zusammengestellt. Damit war gezeigt, daf natiirliche 
und kiinstliche direkte Lichtbestrahlung keine Zerstérung des griinen Farb- 


Tab. 3. 


(Montforts Ergebnisse, 1940.) 





| Einwirkung Relative Veranderung 


sine Art der Bestrahlung in Stunden von Chlorophyll (a+b) 





Scolopendrium vulg. Sonnenlicht 100/113 
Vallisneria gigant. | Sonnenlicht 100/104 
Nymphaea daub. Hanauer Héhensonne 97/114 
Ottelia alismoides Hanauer Héhensonne 100/115 
Potamogeton luc. Ultravitaluxlampe 2,78 100/105 


stoffes zur Folge haben mu. Die Gliederung in photolabile und photo- 
stabile Reaktionstypen (Montfort 1948) gab zunichst eine provisorische 
Erklirung fiir diese Beobachtungen. 


Betrachtet man die Vielzahl an Ubergangsformen zwischen diesen beiden Reak- 
tionstypen, so wird verstandlich, daB es sich hier nicht um verschiedene Mechanis- 
men der Farbstoffstabilisierung handelt (Aach 1954), sondern daf diese ver- 
schiedene Farbstoffstabilitat durch genetisch bedingte Unterschiede in der Fahigkeit 
zur Stabilisierung der Farbstoffe (Aach 1954) vorbestimmt wird*. Dies wurde 
auch inzwischen von Harder (1953) fiir die Farbstoffstabilitatsunterschiede von 
Sonnen- und Schattenpflanzen angefiilrt. 


Kann man wirklich heute noch von einer Konstanz des Chlorophyll- 
gehaltes, von einer Bestindigkeit, selbst gegeniiber starkster natiirlicher 
Strahlung sprechen? (zit. n. Montfort 1948, 87). Die kurzfristigen Chlo- 
rophyll- (a + b-) Schwankungen bei Rumex alpinus und Adenostyles albi- 
frons an ihren natiirlichen Standorten der Ebene und in den Hochalpen 


® Aach (1954) befaBt sich u. a. mit der Lichtwirkung auf Einzeller; er stellt 
fest, daB Licht nur in Gegenwart von N-Verbindungen einen férdernden Einflu® 
auf die Farbstoffbildung hat. Er zeigt, daB es sich bei Farbstoffverlust .nicht um 
irreversible Schadigungen der Zelle handelt*, da die Farbstoffe nach Zusatz von 
N-Verbindungen zur Niahrlésung innerhalb kurzer Zeit wieder zuriickgebildet 
werden. Da durch Licht bei ausreichender Versorgung mit assimilierbarem N keine 
Farbstoffschidigungen auftreten, kommt der Autor zur Annahme, da — von den 
griinen Einzellern bis zur héheren Pflanze — es N-haltige Verbindungen sind, 
welche die Farbstoffe im Licht stabilisieren* (zit. n. Aa ch 1954, S, 485). 


28* 
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lassen beziiglich ihres Verlaufes den ausgesprochenen Gegensatz erkennen 
(Abb. 1, 2). Des weiteren scheint das Ausmafi der Chlorophylidepression 
einer aus der Hochalpenzone (“Schachen, Wettersteingebirge, 1860 m) 
in die Ebene verpflanzten Rumex-Pflanze von der Zeitspanne zwischen 
Verpflanzung und Untersuchung abhangig zu sein (Abb. 3). Die zu ver- 
schiedenen Zeitpunkten nach der Verpflanzung ermittelten Chlorophyll- 
tagesverliufe berechtigen zur Annahme, daft sich in den in der Ebene nach 
der Verpflanzung neugewachsenen 
Blattern eine Umstellung im Tages- 
rhythmus vollzieht. Chlorophyll- 
tagesginge zeigen, daf der fiir den 
alpinen Standort charakteristische 
mittagliche Pigmenttiefstand im 
Verlaufe der weiteren Unter- 

















_| suchung geringer wird, so daB die 
aren 14 Tage nach der Verpflanzung 
verarbeiteten Blattproben einen 
nahezu horizontalen Verlauf der 
Chlorophyllgainge aufweisen. Die 
Abb. 3, Chlorophyll- (a+ b-) Schwan- nach der Verpflanzung gewachse- 
kungen in Blattern von Rumex alpinus 
(alpiner Standort) nach Verpflanzung in 
den Botanischen Garten. Miinchen. 


























nen Blatter dagegen unterscheiden 
sich beziiglich ihres Chlorophyll- 
tagesverlaufes nicht von der Ebe- 


Tag der Verpflanzung nenpflanze. 





Zwar bedarf die Frage nach der 
Umstellungsursache spezieller Un- 
tersuchungen, welche im Rahmen 
dieser Arbeit noch nicht durchge- 
fiihrt werden konnten; aber diese 

Fuamensnaeme tine Feststellung bestiitigt ebenfalls 

gowacheenen Babies meine Ergebnisse iiber das Vor- 

handensein quantitativer Chloro- 

phyllverainderungen wahrend kurzer Zeitraume. Die bisherigen Befunde 
méchte ich somit wie folgt zusammenfassen: 


Tagesgang nach 2 Tagen 





An den genannten Pflanzen ebener Standorte kénnen deutlich mefbare 
Chlorophyllverainderungen im Sinne reversibler, mittaglicher Anstiege fest- 
gestellt werden; das andersartige Verhalten der gleichen Pflanzen alpiner 
Areale laBt sich bestatigen, die Abanderung ihres charakteristischen Pig- 
mentverlaufes bis zur vélligen Umstellung in der Ebene beobachten. Die 
Vermutung einer inneren Ursache hat ihre Berechtigung. 


Die vorstehenden Beispiele periodischer taglicher Chlorophyllschwan- 
kungen wurden von der Art und Menge der Belichtung ziemlich unab- 
hangig gefunden; dennoch ergab sich der Eindruck, da eine Abhangigkeit 
von den gesamtklimatischen Umweltbedingungen bestehen konnte. Ich be- 
irachtete es als unerlaBlich, einige Gewachshauspflanzen in die Unter- 
suchungen einzubeziehen und wollte dadurch die Frage klaéren, ob unter 
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vollig konstanten Bedingungen ebenfalls diese Rhythmik zweier sich ab- 
lésender Prozesse der Chlorophyllverainderung feststellbar ist. Einige dies- 


Tab. 4. Chlorophyll- (a + b-) Schmankungen in Blattern von Ficus elastica, mobei 
L, den lichtarmen und L, den freien Lichtstandort bedeutet. 





Aus Extinktion 4,15 em? Flache 
ermittelte mg (a + b)/10 em? 


8.00 Uhr 13.00 Uhr 18.00 Uhr 





1155 1260 1110 
1170 1300 1190 
1140 1180 1050 
1140 1220 1170 
1140 1180 1050 
1190 1240 1235 





985 905 
965 880 
900 835 
1050 940 
960 950 


beziigliche Ergebnisse an Ficus elastica zweier verschiedener Lichistand- 
orte sind naehstehend angefiihrt (Tab. 4). Uberraschenderweise ergaben sich 


x k ise 
































90 a0 
Abb. 4 und 5, Tagesperiodische (a + b-) Schwankungen in Blattern von Ficus 


elastica (Abb. 4, links) und Ficus altissima (Abb. 5, rechts) am Gewachshausstand. 
(Relative Veranderungen des Chlorophyllgehalts in %.) 








auch hier keine Falle ausgesprochener Konstanz; die Pflanzen zeigten, ge- 
maf? ihrem am Standort verschiedenen Gesamtpigmentgehalt, cin verschie- 
denes Ausmafi im mittaglichen Chlorophyllanstieg (Abb. 4 und 5). Die von 
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anderer Seite betonte ausgesprochene Konstanz und Stabilitat des Plasti- 
denchlorophylls* wurde von Montfort (1942) vor einer neuen Verall- 
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Abb. 6. Chlorophyll- (a+ b-) Tagesgange in dunkel gehaltenen Blattern von 
Ficus elastica (1) und Ficus altissima (I1) am Standort. 
(Relative Verainderungen im Chlorophyllgehalt in %.) 





Tab. 5. Tagliche Anderungen im Chlorophyllgehalt an am Standort verdunkelten 
Blattern von Ficus elastica (1) und Ficus altissima (I]) (E = Extinktionswert, s. 
Wendel 1948). 





Aus der Extinktion ermittelte Chlorophyllmengen (a + b) je 10cm? Blattflache in Milligramm 





Tageszeit der Extraktion 


Morgen Mittag Abend 


E E (a + b) E (a + b) 





0,692 805 0,716 885 0,687 800 
0,673 840 0,713 890 0,670 830 
0,943 1550 0,990 1740 0,944 1550 
0,885 1350 0,895 1385 0,877 1335 
0,866 1290 0,932 1500 0,850 1240 
0,877 1300 0,890 1370 0,876 1325 
0,885 1350 0,925 1480 0,908 1435 
0,865 1285 0,892 1375 0,882 1325 
0,781 1002 0,827 1175 0,824 1176 
0,797 1060 0,831 1180 0,798 1060 
0,910 1435 0,920 1465 0,865 1290 
0,703 810 0,710 880 0,670 800 


0,840 1212 0,920 1460 0,855 1235 
0,828 1265 0,877 1337 0,821 1145 
0,730 900 0,763 990 0,745 945 
0,711 880 0,746 960 0,717 880 
0,800 1080 0.815 1130 0,799 1075 
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gemeinerung bewahrt und auch durch unsere zahlreichen analytischen Be- 
funde widerlegt. 

Tab. 6. Haltung der Pflanze: Verdunkeltes Versuchsgemacishaus im Botanischen 


Garten, Miinchen; a und b sind gleichzeitig entnommene, sich gegeniiberliegende 
Blattproben (Abb. 7). 





Schwankungen im Chlorophyllgehalt Stundenzahl 
Blatt (a+ b)/4,15em? F, angegeben in Ex- der 
tinktionswerten Verdunkelung 


Tageszeiten der Extraktion 


Morgen Mittag Abend 





0,781 0,820 0,815 
0,781 0,825 0,825 
0,815 0,825 0,815 
0,790 0,820 0,800 
0,738 0,745 0,718 
0,700 0,715 0,670 
0,825 0,856 0,811 
0,795 0,825 0,790 


nach 50 Std. 
nach 100 Std. 
nach 250 Std. 


nach 350 Std. 


Bei Dunkelstellung von Blattmaterial ergibt sich die Frage, ob mit abneh- 
mender photosynthetischer Leistung eine Verminderung des assimilatorisch wirk- 
samen Pigments parallel lauft. Hier sind Versuche dariiber angezeigt, ob und wie 
CO,-Entzug den vorgenannten Chlorophylltagesverlauf beriihrt und in welchen 

Zeitraumen sich hier Verainderungen abspielen. 


Daf das Assimilationspigment sowohl durch Ubersteigen des Belich- 
tungsmaximums als auch durch Unterschreiten des Lichtminimums eine 
quantitative Verande- 
rung erfahren kann, 
ist schon seit friihen 
Untersuchungen __ be- 
kannt: bei Ficus wird 
die Chlorophyllver- 
anderung auch durch 
Verdunkelung nicht 
beeinfluBt (Abb. 6). 
Moglicherweise spielen 
Hydraturverhaltnisse 
eine Rolle. denn es 
konnte bereits friiher 
ein mit dem Welken 
einhergehender Chlo- 
rophyllschwund mit 
einem nachfolgenden, 


Abb. 7. Beispiel der Probeentnahme bei Ficus elastica: 
es kommen zwei gegeniiberliegende Ausstanzungen zur 
Analyse (Doppelanalyse). 


der Aufsattigung parallel laufenden Wiederanstieg beobachtet werden 
(s. Wendel 1940, S. 329). Die Feststellung eines, wenn auch geringeren 
Pigmentanstieges des im Pigmentabbau stehenden Blattes spricht fiir eine 
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endogene Rhythmik, welche noch bis in die herbstliche Vergilbung 
hineinreicht. Abweichende Pigmenttagesgange lassen sich hier durch einen 
geforderten Pigmentabbau erkliren, ein einheitlicher Pigmenttagesgang ist 
dann nicht mehr erkennbar. 


Die Feststellung, da der Chlorophylltagesverlauf der untersuchten 
Gewachshauspflanzen durch die Dunkelstellung der gesamten Pflanze am 
Standort bis zu 5 X 24 Std. nahezu unbeeinfluBt bleibt, erbringt nicht allein 
den Beweis fiir den nur mittelbaren Einflu® des Lichtes auf die Tagesgiinge 
der griinen Pigmente, sondern auch iiberhaupt fiir das Vorkommen kurz- 
fristiger, reversibler und quantitativer Veranderungen (Tab. 5). 


Bei Vergréferung des Intervalls der Probeentnahme trifft auch hier 
die von Aach (1954) an Einzellern gemachte Feststellung zu. daf bei 
verdunkelten Kulturen kein Abbau des griinen Farbstoffes eintritt. In 
Tab. 6 wird die Zusammenfassung einiger Analysenergebnisse wieder- 
gegeben, welche an einer bis zu 350 Stunden in einem verdunkelten Ge- 
wachshaus gehaltenen Ficus elastica-Pflanze gewonnen wurden. Das Ein- 
setzen der den Chlorophylltagesgang iibertreffenden Chlorophyll z e r- 
st6rung nach sehr langer Dunkelstellung beeintrachtigt nicht die dar- 
gestellten Ergebnisse. Ein Beispiel der Probeentnahme ist in Abb. 7 wieder- 
vegeben. 


Die Versuchsanordnung war folgende: 








Abb. 8. 





Mittels einer Druckwasserstrahlpumpe 
(L) wird Luft iiber zwei hintereinander- 
geschaltete NaOQH-Waschflaschen (W) so- L : 
wie tiber einen Natron-Kalk-Turm (T) in 3 9 10 n R 15 bea % be Vag 
die Kiivette (K) mit dem Blattmaterial 
gepumpt. Dabei dient die Wassersaule Abb. 9. Anderungen’ im 
.R* als Regulator des Pumpendrucks. Die (a + b)-Gehalt bei AusschluB 
ausstrémende Luft wird laufend durch 
eine dahintergeschaltete dritte Wasch- 
flaschhe (W) mit NaOH  geschickt, um 
jeden CO.,-Eintritt in die Kiivette zu ver- 
hindern (Abb. 8). 














der Luftkohlensaure in Blat- 
tern von Ficus elastica nach 
ein-, zwei- und viertaégigem 
Einsatz in die  Versuchs- 
kiivette (K). 





Uber die Verinderlichkeit des Chlorophyllgehaltes 393 


Diese Versuche CO,-frei beliifteter Cellophankiivette unter Standort- 
bedingungen und weitgehender Ausschaltung der von Ménch (1937) be- 
schriebenen Nachteile eines solchen Kiivettenklimas lassen erkennen (Abb. 9): 
Wiahrend CO,-Enizug den Chlorophylltagesverlauf am ersten Tag unbeein- 
flu@t lat. stellt sich schon beim Ubergang vom zweiten auf den dritten 
Tag eine Chlorophyll verminderung je Flacheneinheit ein; das 
Schwinden des Chlorophylltagesrhythmus ist hier zweifellos eine Folge- 
erscheinung der stufenweisen Chlorophyllverminderung. Es handelt sich 
unzweifelhaft um Chlorophyllizersetzungen, wie sie schon von Noack 
(1925), Montfort (1941) und Gessner (1941) beschrieben worden sind. 


Zusammenfassung und Diskussion 


Unter Beriicksichtigung der neuen Ergebnisse habe ich die Auffassungen 


iiber die Veranderlichkeit des Chlorophyllgehaltes zusammengestellt und 
diese grundsatzliche Fragestellung nicht nur geschichtlich, sondern auch 
kritisch verfolgt: dabei wurde auf einige Arbeiten, welche auf kurz- 
fristige Blattgriinschwankungen Bezug nehmen, naher eingegangen. Die 
friiheren Befunde wurden durch zusatzliche Versuche erweitert und das 
Gesamtergebnis wie folgt zusammengefaft: 

1. Im Gegensatz zu bestimmten Pflanzen der alpinen Zone, welche 
einen mittaglichen Tiefstand im Chlorophylltagesgang zeigten, erbrach- 
ten die gleichen Pflanzen ebener Standorte recht gleichsinnige, reversible 
mittagliche Chlorophyllanstiege. 

2. Die deutlich mefbaren Chlorophyllveranderungen unterliegen einer 
genauen Periodizitat und waren kurzfristig reversibel. 

3. Die unter Punkt 1 genannte Verschiedenheit der Chlorophylltages- 
gange wurde zuniachst als zeitliche Verschiebung ein und desselben Tages- 
ganges gedeutet. da bei schon langere Zeit in die Ebene verbrachten Pflan- 
zen der allmahliche Ausgleich bis zur vélligen Umstellung im Tagesgang 
verfolgt werden konnte. 

4. Der EinfluB des Lichtes und derjenige der CO,-freien Atmosphire 
laBt sich auf Grund vorgenannter Versuche wie folgt definieren: Die Auf- 
rechterhaltung des Chlorophylltagesverlaufes trotz Dunkelstellung der 
Blatter schlieBt einen dire kten Einflu® des Lichtfaktors aus. CO,-freie 
Kiivettenatmosphire hemmt durch Depressionen den urspriinglichen Pig- 
mentanstieg um die Tagesmitte und zerstért den Tagesgang durch an- 
haltende Chlorophyllzersetzung. 

Nach den heute zuganglichen Versuchsergebnissen wird man feststellen, 
daB die Ansicht von einer absoluten Stabilitat des 
Plastidenchlorophylls im lebenden Blatt der Kritik 
nicht mehr standhalt. Wenn auch die kurzfristigen, periodischen 
und reversiblen Veranderungen noch keine restlose Erklarung gefunden 
haben, so andert das nichts daran, daf solche Veranderungen. sicherlich an 
ausgesprochenen Reaktionstypen méglich sind. Dies gibt uns aber leider 
noch keine hinreichende Erklarung fiir das bei den untersuchten Pflanzen 
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ablaufende Geschehen; die Frage nach der eigentlichen Ursache einer kurz- 
fristigen Reversibilitat blieb bisher unbeantwortet. 


Wahrend Montfort (1942) den Versuch unternimmt, die von ihm festgestell- 
ten Chlorophyllverinderungen mit dem Bestrahlungsfaktor in Zusammenhang zu 
bringen, lassen vorgenannte Versuche, den Chlorophylltagesverlauf zu beeinflussen, 
vermuten, da es sich um kein durch AuBenfaktoren direkt bedingtes Geschehen 
handelt. Ich halte es fiir unwahrscheinlich, da® sich eine Regeneration des bei dem 
.Ausbleichungsprozef verlorengegangenen Chlorophylls* in so kurzer Zeit ab- 
spielen diirfte, wenn es sich um eine ausgesprochene Chlorophyllzerstérung han- 
delte. — Jedenfalls zwingen uns die Erkenntnisse. das Problem vielleicht von 
einem anderen Gesichtspunkt aus zu betrachten, naimlich dem vom_ gleitenden 
Ubergang gefiarbter und ungefarbter Pigmentzustinde (bzw. Derivate). 

Daf es vom Wechsel aiuBerer Faktoren unabhingige Tagesrhythmen gibt, ist 
bekannt. Aus .innerem Grunde”, vermége einer physiologischen Selbststeuerung. 
durchlaufen die Pflanze und auch ihre Plastiden verschiedenartige Zustinde und 
verschiedene Prozesse in tagesperiodischhem Rhythmus (Biinning 1942). Die nach- 
gewiesenen reversiblen Veranderungen der Blattpigmente stellen sich ab- 
lésende Prozesse dar. zwei Phasen gegenliufigen Ge- 
schehens, und noch keine Befunde widersprechen der Vermutung einer endo- 
genen Tagesrhythmik auch fiir den Chlorophyllgehalt der Pflanze. Méglicherweise 
stehen die tagesrhythmischen Chloroplastenveranderungen Biinnings (1942) 
mit den hier beobachteten Chlorophyllverainderungen in Zusammenhang. 


Ohne Zweifel geben Beobachtungen an Freilandpflanzen, wie z. B. an 
Aristolochia sipho, deren Blatter jedem Witterungswechsel infolge der 
Kigentiimlichkeit des Standortes unmittelbar ausgesetzt waren, Anlaf zur 
Vermutung eines klimatischen Einflusses in der Regulierung des Schwan- 
kungsausmafes und in der Verschiebung der Phasenlangen dieser beiden 
Prozesse. Ein solcher indirekter Einflu® klimatischer Art kann in den vor- 
genannten Erscheinungen vorhanden sein. Trife diese Vermutung zu. so 
wiirde das bedeuten, daf ein klimatischer Wechsel z. B. die vorhandene 
Schwankung neu zu regeln vermag. Unter diesem Gesichtspunkt gesehen, 
darf angenommen werden, daB der zunachst gegensitzlich erscheinende 
Chlorophylitagesrhythmus der gleichen Pflanzen grundverschiedener Stand- 
orte nur eine zeitliche Verschiebung des gleichen Tagesganges darstellt. 


Montfort (1942) zeigte an der lichtempfindlichen Pflanze Ottelia alismoides, 
da die Photosynthese schon stark inaktiviert sein kann, ohne da der Gesamt- 
chlorophyllgehalt nachweisbar abgenommen hat. Eine ausgesprochene Bestatigung 
dieses Verhiiltnisses (Photosynthese/Chlorophyllmenge) erbringen meine Versuche 
mit langwihrender Dunkelstellung. Die Dunkelexposition der Pflanze hat keinen 
Farbstoffabbau zur Folge (s. auch Aach 1954, S. 485); wenn der Chlorophyll- 
gehalt nach sehr langer Dunkelstellung (s. Tab. 6) eine allmahliche Verminderung 
erfahrt. so handelt es sich offenbar um eine Zerstérung, wie sie uns auch bei Aus- 
schlu® der COz — hier aber viel eher — begegnet (allmahliche Nachwirkung einer 
Photosynthesehemmung). 


Jost (1895). der das Absterben belichteter Blatter in CO,-freier Atmosphire 
als Vergiftungserscheinung infolge Chlorophyllzersetzung deutete, aiuBerte sich zu 
dem Absterben verdunkelter Blatter in normaler Atmosphire wie folgt (S, 478): 
-Man muf annehmen, da® das Chlorophyll, wenn es nicht assimilieren kann, patho- 
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logischen Verinderungen unterworfen ist ... Diese machen sich am schnellsten bei 
Lichtzutritt in COs-freiem Raum geltend...* 

Die Pflanze verliert in CO,-freier Atmosphire. im Gegensatz zur Dun- 
kelstellung, sehr rasch ihren charakteristischen Chlorophylltagesrhythmus. 
Die noch im Blattgewebe vorhandene Kohlensaiure erméglicht noch Stunden 
nach dem Einsetzen in die CO,-freie Atmosphire die Photosynthese; der 
nachfolgenden Assimilationshemmung folgt eine rasch einsetzende Chloro- 
phyllverminderung. Mit der Vermutung primarer Wirkungen auf das 
Protoplasma, durch welche die sekundiren Chlorophyllzerstérungen aus- 
gelést wiirden, begeben wir uns in eine Parallele zu alteren Vorstellungen 
(Pringsheim 1881). 

SchluBfolgerungen 

Nach unseren heutigen Vorstellungen besitzen die Pflanzen eine ver- 
schiedene, genetisch vorbestimmte Fahigkeit zur Stabilisierung ihrer Chloro- 
phyllfarbstoffe, d. h. zwischen den ausgesprochenen farbstoffstabilen und 
den farbstofflabilen Pflanzentypen gibt es eine Vielzahl von Ubergangs- 
formen. Uberdies wurde bisher bei einer Reihe von Pflanzen eine kurz- 
fristige, quantitative und reversible Chlorophyllveranderung beobachtet. 
welche auch nach belgischen Untersuchungsergebnissen (Sironval 1955) 
periodisch ablauft. Die Voraussetzung einer solchen reversiblen Verande- 
rung ware mit dem Verteilungszustand des Chlorophylls gegeben, ihr 
Ausmaf von der Starke eines von Aach (1954) so genannten ,Stabili- 
sierungsfaktors” abhingig. Die Frage. ob und wieweit eine Verschiebung 


des Komponentenverhaltnisses a:b eine quantitative Verande- 
rung des Gesamtchlorophyllgehaltes (a+b) vortauschen kénnte, ist von 
Steuer + (1944) iiberpriift worden. 


Gewisse reversible Veranderungen des Chlorophyllfarbstoffes sind bereits be- 
kannt: Porret und Rabinowitsch (1937) stellten ein reversibles Ausbleichen 
fest, wobei das Pigment seine Fluoreszenzfahigkeit verliert und die kennzeichnende 
Lichtabsorption (Rotbande) eine reversible Verschiebung erleidet. Die Verfasser 
fanden, da® auch bei Ausschlu® von Og eine Erniedrigung des Extinktions- 
koeffizienten eintritt. welche durch nachfolgende Dunkelstellung wieder riickgingig 
gemacht werden kann. Diese Erscheinung wurde auf eine reversible photo- 
chemische H-Abspaltung aus dem Chlorophyllmolekiil zuriickgefiihrt. wodurch 
eine voriibergehende Umwandlung in Dehvdrochlorophyll herbeigefiihrt werden 
soll: Chlorophyll = Dehvdrochlorophyll + 2 H 4 
Diese Abspaltung zweier H-Atome, welche mit einem Farbumschlag verbunden 
ist, kann experimentell auch durch die Gegenwart von Ferri-lonen bewirkt werden; 
der reversible Vorgang des Ausbleichens ist hier auch ohne Ausschaltung des 
Os-Faktors vonstatten gegangen. 


4 Auch bei der Umwandlung von Protochlorophyll zu Chlorophyll, welche 
nahh Fischer und Osterreicher (1940) einer Hydrierung gleichzusetzen 
ist. handelt es sich offenbar um einen rein photochemischen Vorgang 
(Aach 1954, S. 482). Man hat festgestellt, da diese Reaktion in den Chloro- 
plasten noch bei —40°C und ebenfalls noch nach vorsichtiger Trocknung des 
Blattmaterials abliéuft (Smith 1951, 1952). 
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Nach vorgenannten Erkenntnissen wire die Méglichkeit einer rever- 
siblen Ausbleichung des griinen Pigments an die Gegenwart zweier labiler 
H1-Atome gekniipft. und der Vorgang selbst bestiinde in einer mit Farb- 
umschlag verbundenen Wasserstoffverschiebung. Die Leukostufen wiirden 
die Lichtabsorption im Blatt wesentlich andern. Die hier genannte rever- 
sible Umwandlung in Dehydrochlorophyll aber ist bisher nur im Labora- 
torium gefunden worden; die Feststellung solcher Vorginge im lebenden 
Blatt wiirde unter Umstainden das Problem einer Beteiligung des Chloro- 
phylls an der Photosynthese in neuem Licht erscheinen lassen. 


Vorstehende Veréffentlichung ist die Fortsetzung der in ,,Planta™ erschienenen 
Arbeiten — Planta 36, 71 (1948), 37, 604 (1950), 38, 603 (1950) —, auf welche be- 
sonders hingewiesen wird, da ich mit diesen den methodischen Teil zu vorliegenden 
Untersuchungen vorweggenommen habe. 
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Ungewohnlich grofe Chloroplasten 
bei Epilobium-Bastarden 


(Vorlaufige Mitteilung) 


Von 


Fritz Bartels 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Ziichtungsforschung. Erwin-Baur-Institut, 
Kéln-Vogelsang 


Mit 3 Textabbildungen 


(Eingegangen am 2. November 1956) 


Unier dem Michaelisschen Epilobium-Material traten im Laufe 
der diesjahrigen Vegetationsperiode zwei Pflanzen auf (56. 129. 80 und 56. 
214. 1). deren Laubblatter teilweise andersgeartete Sektoren enthalten. 


Abb. 1. Epilobium-Bastard (56. 129. 
80) in Aufsicht. Der Pfeil weist auf 
den abgeainderten Sektor mit den 
ungewohnlich groBen Plastiden hin. 


Die Mesophyllzellen dieser abgeainder- 
ten Areale besitzen auferordentlich 
groke Chloroplasten. 

Als Mutterpflanze hatte ein norma- 
les Epilobium hirsutum, Sippe Essen. 
gedient. Der Pollen stammte von zwei 
Schecken. die zur Nachkommenschaft 
der Epilobium-Pflanzen gehéren, welche 
1954 mit radioaktiven Isotopen behan- 
delt wurden (Michaelis 1954). 

Die abnormen Blattsektoren fallen 
makroskopisch durch einen leicht blau- 
lichen, etwas heller griinen Lichtreflex 
auf (Abb. 1). Die abweichenden Zellen 
stehen in naher Beziehung zur Blattent- 
wicklung und lassen sich auf eine Aus- 
gangszelle zuriickfiihren. Die Areale 
mit den grofen Chloroplasten gehéren 
also vermutlich je einer Zelldeszendenz 


an. Daraus ergibt sich. daB die Auspragung der abgeianderten Plastiden 
auf die innere Konstitution der betreffenden Zellen zuriickzufiihren ist. Die 
Frage. ob eine Mutation von Kerngenen oder eine im Bereich des Plasmons 
vorliegt. muB noch mehr oder weniger offen bleiben. 
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Das anatomische Bild zeigt. da die Palisadenzellen mit Riesen- 
Chloroplasten wesentlich lockerer aneinandergelagert sind als Zellen mit 
normal grofen Plastiden (Abb. 2). Es erscheint daher eine Uberpriifung 


b Palisadenzelle desselben 


Die Zellen des abnormen Gewebes sind kleiner und starker 
obere Epidermis.) 


>) 


rschnitte: a Palisadenzelle mit abgednderten Chloroplasten. 
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Blattque 


2. 


Laubblattes mit normal groBen Plastiden. 


Abb. 


zweckmialkig, wieweit eine Entstehung der grofen Plastiden mit dem Aus- 
fall von Zellteilungen koordiniert ist. 

UberschlagsmaBige Zahlungen ergeben. daB eine Palisadenzelle etwa 
sechs bis achi grofe Plastiden enthalt. Hingegen sind in den normalen 
Palisadenzellen desselben Blattes etwa dreimal so viele Chloroplasten an- 
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zutreffen. In den Schwammparenchymzellen des abgeinderten Gewebes 
kénnen annahernd 16 Plastiden gezahlt werden, also ungefiahr die doppelte 


Palisadenzelle, b abnorme 


Handschnitt.) 


a abnorme 
In a grenzen (+) die abgeanderten Zellen an 


Zellen mit normal groBen Chloroplasten. (Vitalpraparat, 


Flichenschnitt durch ein abgedindertes Epilobium-Laubblatt. 
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graphien eine reihenférmige Anordnung der Grana erkennbar. 


Abb. 


Menge, wie sie in den Palisadenzellen mit groBen Chloroplasten vorliegt. 
Die Plastiden haben innerhalb derselben Zelle stets eine einheitliche 
GroBe. .Mischzellen* im Sinne von Correns sind nicht zu beobachten. 
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daher zeichnen sich im mikroskopischen Bild die abgeinderten Zellkom- 
plexe gegen das iibrige Gewebe scharf ab (Abb. 3), und die Annahme ist 
berechtigt, daft keine Mutation endogen wirkender Plastidengene vorliegt. 


Die Grée der abnormen Chloroplasten ist etwa eine dreifache gegen- 
iiber der von normalen Plastiden desselben Blattes. Eine ausgesprochen 
.linsenformige* Gestalt ist bei den grofen Chloroplasten nicht zu erken- 
nen. Wohl kann eine reihenférmige Anordnung der Grana in Richtung der 
langeren Achse beobachtet werden, welches fiir eine Seitenansicht charak- 
teristisch ist. Nach einer KOH- oder KCSN-Quellung (Strugger 1947) 
iritt diese Anordnung noch deutlicher hervor. Die unklare Plastidengestal- 
tung, zu der auch die zahlreichen im Stroma eingelagerten Starkekérner 
beitragen, macht es ginzlich unméglich, iiber die Schichtung der Grana in 
Richtung der kiirzeren Achse (,,Geldrollen*) eindeutig auszusagen. 


Obwohl das anfallende Beobachtungsmaterial noch zu gering ist, um 
eine erschépfende morphologische Untersuchung der Plastiden zur Zeit 
durchzufiihren, ist aber doch schon zu vermuten, da der Aufbau der 
Riesen-Plastiden im Prinzip dem der normalen Plastiden entspricht. 
Eine abweichende Gréfe der Grana wurde nicht beobachtet. Bei den 
groBen Plastiden hat demnach eine normale strukturelle Entwicklung 
stattgefunden. Eine Teilung, die zu individualisierten Tochterplastiden 
fiihrt, ist allem Anschein nach trotz der Vermehrung der Plastidensub- 
stanz nicht vor sich gegangen. 


Es ware wiinschenswert, die genetischen Faktoren zu ermitteln, die 
diese beschriebene Anomalie auslésen. Strug ger (1937), Boing (1956) 
und Perner (1956) haben durch ein Etiolieren die Entwicklung von 
sekundiren Grana verzégert und mit Hilfe dieser Methode in somati- 
schen Zellen Plastiden mit nur einem vergréberten Granum erhalten. 
Diese Autoren machten mit Hilfe dieser Methode wertvolle Aussagen 
iiber die Herausbildung der sekundéren Grana. Wenn nun noch eine 
Plastidenteilung experimentell beeinflu&t werden kénnte, dann wiirden 
die bisherigen Kenntnisse iiber die Chloroplasten-Ontogenese wesentlich 
erweitert. Jedoch bedarf es zur Erarbeitung einer diesbeziiglicien Methode 
ausgedehnter Beobachtungen. Um hierzu anzuregen, halt der Verfasser die 
Veréffentlichung der bisherigen Beobachtungen fiir angebracht. 


Die Untersuchungen wurden mit dem Leitzschen Ortholux-Mikroskop 
(Objektiv C P1100: 1, A 1, 32) durchgefiihrt. 


Der Verfasser dankt der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die 
Foérderung seiner Arbeit. 
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J. Einleitung 


Der Verfasser hat mehrfach betont (Michaelis 1949, 1953, 1954), daB 
es bei einer miitterlichen oder nicht mendelnden Vererbung von Plastiden- 
merkmalen nicht ohne weiteres méglich ist, auf eine Vererbung durch 
Plastidengene zu schlieBen. Die verschiedensten Plastidenunterschiede, wie 
z. B. Unterschiede der Plastidengestalt. Unterschiede der Chlorophyllbil- 
dung oder des Chlorophyllverlustes. Unterschiede im Bau der Grana ete., 
kénnen auf sehr verschiedene Weise entstehen. Sind diese Unterschiede 
genetisch bedingt, so kénnen sie durch nukleaire wie durch die verschie- 
densten plasmatischen Erbfaktoren bedingt sein. Miitterlicher Erbgang und 
Nicht Mendeln* sind zwar kennzeichnend fiir eine extranukleare resp. 
extrachromosomale Vererbung, geniigen aber nicht, um die einzelnen plas- 
matischen Erbfaktoren zu unterscheiden, um z. B. eine Plastidenvererbung 
von einer Cytoplasmavererbung abtrennen zu kénnen. Auf Grund theore- 
tischer Uberlegungen (Michaelis 1955a und c) wurden Methoden ent- 
wickelt, die fiir eine solche Unterscheidung verwendet werden kénnen. Um 
diese Verhaltnisse naher untersuchen zu kénnen, wurde durch Behandlung 
mit den radioaktiven Isotopen des Phosphors (P32) und Schwefels (S*5) eine 
gréBere Zahl (177) von gescheckten Pflanzen erzeugt. Darunter befanden 
sich neben somatischen dominanten Genmutationen (1) und labilen Kern- 
genen (2) zahlreiche (174) Schecken, die einen miitterlichen Erbgang zeigten 
und unter der Corrensschen (1937) Bezeichnung albomaculatum zu 
klassifizieren sind. Im folgenden sei ein kurzer, vorlaufiger Uberblick iiber 
die bisher bei Epilobium beobachteten Scheckungstypen gegeben. 


1 Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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lI. Die Scheckungsmuster 


Da die Plasmagene im Gegensatz zu den Kerngenen intraindividuell 
umkombiniert werden, so ist fiir die Untersuchung der Plasmavererbung 
die Analyse der intraindividuell entstandenen Muster mindestens ebenso 
wichtig wie die Nachkommenschaftsanalyse. 

Schon auf Grund einer Untersuchung der Scheckungsmuster ergeben 
sich wichtige Hinweise iiber die Ursachen der Scheckung: somatische Mu- 


Abb. 1a. Scheckung durch labile Kerngene. Jeder der zahlreichen griinen Flecken 
ist durch einen Abanderungsschritt (Riickmutation Wei —> Griin) entstanden. Die 
Zahl der Flecken gibt die Mutationshaufigkeit, die Gréfe den Mutationszeitpunkt 
an. Die Flecken sind mehr oder weniger zufallsgemaé8 iiber das Blatt verteilt und 
in sich einheitlich, soweit nicht eine zweite Riickmutation (Griin —> Weif) erfolgte. 
Nur in diesem Falle ist der weife Fleck des zweiten Mutationsschrittes von dem 
griinen Fleck des ersten Schrittes umschlossen (einfache Einschachtelung). Links 
drei Blatter von Ep. parviflorum, rechts Saémlingspflanzen von Ep. hirsutum, 
pallidovariabile. 


tationen der Kerngene, die auf einem einzigen Abanderungsschritt beruhen, 
zeigen einfache Muster, z. B. einzelne Flecken oder Sektoren an der Pflanze. 
die nur durch entwicklungsmechanische Vorginge (z. B. Blattbildung) in 
mehrere Teilareale aufgelést werden kénnen. 

Labile Gene sind durch die Hiaufigkeit der in sich einheitlichen 
Flecken gekennzeichnet (Abb. 1 a). Jeder Einzelfleck entspricht einer Riick- 
mutation des labilen Gens. Wird auch die Entstehung des labilen Genes 
beobachtet, entsteht also das Muster durch zwei Abianderungsschritte, so 
treten zwei ineinandergeschachtelte Muster auf: das Muster der Entstehung 
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des labilen Gens umschlieft die Einzelmuster der sekundiren Riickmutatio- 
nen. Die Haufigkeit gleichartiger Abanderungsvorginge gibt sich also an 
der Fleckenzahl, die Zusammensetzung eines Abanderungsvorganges aus 
mehreren Teilschritten an der Verschachtelung des Musters zu erkennen. 

Fiir zahlreiche Fille einer Plasmonabanderung sind kompliziertere Muster 
charakteristisch. Fiir die Plasmavererbung ist kennzeichnend, da in jeder 
Zelle zahlreiche gleichartige Erbtrager vorhanden sind, die sich im Laufe der 
Zellvermehrung reduplizieren und bei der Zellteilung meistens zufallsgemal 


Abb. 1b. Plasmatisch vererbte Scheckung bei Ep. hirsutum. In zahlreichen auf- 

einanderfolgenden Entmischungsschritten entsteht ein kompliziert verschachteltes 

Scheckungsmuster, das aus Teilarealen ganz verschiedener Fleckendichte und 

FleckengréRe zusammengesetzt ist. Die beiden rechten Blatter stammen von Pflan- 

zen, die Mischzellen enthielten, das linke Blatt stammt von einer Pflanze, der 
Mischzellen fehlten. 


auf die Tochterzellen verteilt werden. Mutiert einer dieser Erbtrager, so 
werden die Duplikanten dieses mutierten Erbtragers bei den folgenden Zell- 
teilungen ebenfalls zufallsgemaf auf die Tochterzellen verteilt, wobei sich 
mit jeder Zellteilung die Zahlenverhaltnisse zwischen normalen und 
mutierten Erbtragern verschieben kénnen. Eine sichtbare Musterung wird 
in der Regel erst nach einer Anreicherung resp. nach einer Entmischung des 
mutierten Erbtragers entstehen kénnen, fiir die eine ganze Reihe von Zell- 
teilungsfolgen benétigt wird. Der Entmischungsvorgang ist also aus zahl- 
reichen Teilschritten zusammengesetzt. Jeder Teilschritt bedingt aber eine 
Komplikation des entstehenden Musters, und es kommi ein vielfach ver- 
schachteltes Muster zustande, das aus zahlreichen Teilarealen mit ver- 
schiedener Dichte und GréBe der Flecken zusammengesetzt ist (Abb. 1 b). 
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Dabei zeigt die Verschachtelung an, da mehrere kausal miteinander ver- 
kniipfte Abinderungsschritte aufeinander folgen. Friiher (Michaelis 
1954 b) wurden Fille erwiahnt, bei denen nicht mehrere Mustertypen inein- 
ander verschachtelt waren, sondern in denen zwei Muster sich gegenseitig 
iiberlagerten und durchdrangen. Ein solches Muster kann nur entstehen, 
wenn in einer Zelle zwei Abanderungen gleichzeitig entstehen und unab- 
hangig voneinander umkombiniert werden. Eine solche enge kausale Ver- 
kniipfung von mehreren Abanderungsvorgiingen gibt ganz bestimmte Hin- 
weise iiber die Art der Abanderungsvorgiange und iiber die Natur der ab- 
geanderten Zellbestandteile. Komplizierte Verschachtelungen und Uberlage- 
rungen sind nur bei einer Umkombination plasmatischer Erbtriiger zu er- 
warten. Alle bisher untersuchten Fille einer solchen kompliziert verschach- 
ielten Musterung zeigien eine miitterliche, nicht mendelnde Vererbung, sind 
also fiir zufallsgemaife Umkombinationen innerhalb des Plasmons kenn- 
zeichnend. 

Selbstverstandlich ist die kompliziert verschachtelte Musterung nur eine 
von mehreren Mdglichkeiten der plasmatischen Vererbung. Schon K iister 
(1927) schildert Falle mit einer einseitigen Anordnung der Scheckungs- 
flecken, die auf eine nicht véllig zufallsgemafe Verteilung der plasmati- 
schen Erbtrager wihrend der Zellteilungen schlieBen laBt. Erfolgt die Wan- 
derung der Erbtrager stairker gerichtet, so entstehen ganz bestimmte 
Muster. Gegebenenfalls werden auch ganz einfache Sektoren gebildet, die 
sich nicht ohne weiteres von denen unterscheiden, die auf somatischen 
Genmutationen beruhen. Zur Abgrenzung der ursachlichen Faktoren ist 
hier der Einsatz von Erbversuchen unbedingt erforderlich. Uber die Kompli- 
kationen, die durch den Ort der Mutation und durch die Wachstumsverhilt- 
nisse in den Meristemen entstehen kénnen, kann hier nicht eingegangen 
werden. Ganz allgemein ist zur Beurteilung der Musterung eine genaue 
Kenntnis der entwicklungsmechanischen Vorginge notwendig. Umgekehrt 
ergeben sich aber auch aus der Musteranalyse wichtige Hinweise auf den 
Ablauf dieser Wachstumsvorginge. 


Uber das Vorkommen von .Mischzellen* 


Besonders wichtig ist die Untersuchung der zellularen und der intra- 
zellularen Muster zur Beurteilung der genetischen Ursachen der Scheckung. 
Bei 80 der aufgefundenen Schecken waren die Unterschiede zwischen nor- 
malen und abgeanderten Plastiden so grof, da eine Untersuchung ihrer 
Verteilung im Gewebe und in der Zelle méglich war. Bei besonders zahl- 
reichen (48) Schecken kamen im Verlaufe der Entmischungsvorginge 
.Plastidenmischzellen* (= heteroplastidische? Zellen) vor, die zwei scharf 


* Im folgenden sind unter Plastidom (Dangeard) die Plastiden einer Zelle 
verstanden, unter Plastom (Renner) die Summe der im Plastidom lokalisierten 
Plasmagene. Heteroplastidische Zellen enthalten verschieden aussehende Plastiden, 
hetero- resp. homoplastomatische Zellen enthalten erblich verschiedenartige resp. 
gleichartige Plastiden. Dabei kénnen homoplastidische Zellen heteroplastomatisch 
sein oder umgekehrt. 
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voneinander trennbare Plastidenklassen enthalten. Abb. 2 zeigt einen be- 
sonders deutlichen Fall, bei dem in den einzelnen Mischzellen neben nor- 


malen, griingefarbien Plastiden farblose, unter Verquellung degenerierende 


Abb. 2a. Gruppen von Mischzellen. Zwischen normalgriinen, linsenférmigen Pla- 


stiden liegen scharf getrennt kleinere, farblose, kugelig verquellende Plastiden. 

Abb. 2b. Zellmuster der Pflanze 1956. 115. 62 aus dem Palisadenparenchym mit 

Mischzellen. Die Mischzellen sind in etwas verschiedener Weise heller griin und 
liegen bevorzugt in der Nahe kleinerer heller Areale. 


Plastiden liegen. Schon Correns (1937) stellie fest, da solche Mischzellen 
bei einer echten Plastidenvererbung unbedingt vorkommen miissen. Sie sind 
auch bei zahlreichen Objekten gefunden worden (Zusammensiellung der 
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Literatur bei Maly- Wild 1956). Solche Mischzellen sind in den Fallen 
einer Plasmavererbung zu erwarten, in denen die Plastidenunterschiede 
durch Erbtrager bestimmt werden, die in den einzelnen Plastiden lokalisiert 
sind, die auf endogenem Wege Gestalt und Funktion der Einzelplastiden 
beeinflussen und bei denen Wechselwirkungen zwischen den Erbtraigern der 
verschiedenen Plastiden eines Plastidoms mehr oder weniger fehlen. Misch- 
zellen sind also Kennzeichen einer echten, endogen bedingten Plastiden- 
vererbung (plastomatische Vererbung). 

Zur Feststellung einer Plastidenvererbung geniigt aber die Auffindung 
von Mischzellen noch nicht, denn es kénnen unter dem Einflu® der ver- 
schiedensten physiologischen Faktoren ,,Pseudomischzellen* entstehen, ohne 
daf erbliche Plastidenunterschiede vorliegen. Die Pseudomischzellen sind 
heteroplastidisch, aber homoplastomatisch. Bisher wurden an dem Material 
vier Typen solcher Pseudomischzellen gefunden: 

a) Lokale Schadigungen durch Verwundung, Pilzinfektion etc. (Virus?) 
kénnen die Einzelplasiiden einer Zelle in verschiedenem Mafe beeinflussen. 
sind aber nicht allzu schwer von den Fallen einer endogenen Plastiden- 
vererbung zu unterscheiden. 

b) An einer Pflanze mit einer weif-griinen Scheckung, der Misch- 
zellen prinzipiell fehlten, lag an der Grenze eines weifen Areals eine merk- 
wiirdig schlauchférmig gestreckte Zelle, die an dem gegen Weil zeigenden 
Ende einige farblose Plastiden enthielt. Es kann vermutet werden, daB die 
schlauchférmige Form der Zelle eine Durchmischung des Zellinhaltes durch 
die Plasmastrémung verhinderte und dadurch entweder eine Entmischung 
des Plasmons erméglichte oder einzelne Plastiden dem Einflu® bestimmter 
Wirkstoffe aussetzte. 

c) Ein leicht zu Irrtiimern fiihrender Fall wurde bei mehreren weif- 
griinen Schecken beobadhtet, bei denen im Hochsommer inmitten der weifen 
Flecken bla® goldgriine Areale auftraten. Die Zellen dieser Areale ent- 
hielten neben farblosen Plastiden gelbgriine Plastiden, in denen eine grofke. 
zentrale, farblose Vakuole die chlorophyllhaltigen Plastidenteile kappen- 
formig zur Seite drangte (Abb. 3). Zwischen farblosen und gelbgriinen 
vakuolisierten Plastiden bestanden keine Ubergange. Die Zahl der gelb- 
criinen Plastiden war in den einzelnen Zellen sehr verschieden. Trotzdem 
kann es sich hier nicht um echte heteroplastomatische Mischzellen handeln. 
Sowohl die Zahl der heteroplastidischen Zellen wie die Zahl der gelbgriinen 
Plastiden je Zelle nahm iiber den Nerven des Blattes deutlich zu (Abb. 3 a). 
Typische Entmischungsmuster fehlten. Weiterhin traten unter den Nach- 
kommen dieser Schecken zwar wieder weif-griine Scheckungen auf. es 
fehlten aber Areale mit gelbgriinen vakuolisierten Plastiden an den Winter- 
aussaaten vollig. Dies zeigt. daB es sich hier um Pseudomischzellen handelt, 
in denen die mehr oder weniger scharfe Grenze zwischen zwei Plastiden- 


klassen durch eine physiologisch bedingie Reaktionsschwelle zustande 
kommt. 


d) SchlieBlich wurden noch Fille beobachtet. in denen in einzelnen 
Sektoren die Plastidenteilung gehemmt wird. Es entstehen Zellen. die nur 
wenige, aber entsprechend vergréBerte Plastiden enthielten. In gewissen 





Uber die Vererbung von Plastidenmerkmalen 


Abb. 3. Schecke 1955. 4385. S81 und 1956. 466. 15 mit Pseudomischzellen. a Blait- 

muster des Palisadenparenchyms weifer Blattareale. In der Nahe der Leitbiindei 

haufen sich die Zellen mit gelbgriinen vakuolisierten Plastiden. b Pseudomischzellen. 

die neben farblosen, schaumig verquellenden Plastiden einzelne gelbgriine Plastiden 

mit groBer zentraler Vakuole enthalten. Das chlorophyllhaltige Stroma liegt kap- 
penférmig der Vakuole an. 
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Entwicklungsperioden enthalten alle Zellen der Sektoren eine ungefahr 
gleich geringe Zahl von Riesenplastiden. In anderen Entwicklungsperioden 
kamen in den Zellen neben Riesenplastiden Plastiden von normaler Gréke 
vor. Gleichzeitig stieg mit der Zahl der normalen Plastiden die Gesamtzah] 
der Plastiden je Zelle. Es ist wahrscheinlich, daB hier nicht alle Plastiden 
einer Zelle von der Teilungshemmung erfaBt wurden, und es entstanden 
heieroplastidische Zellen, die aber keineswegs auch heteroplastomatisch zu 
sein brauchen. 

Nach solchen Erfahrungen geniigt die Auffindung von Mischzellen allein 
noch nicht. um eine endogene Plastidenvererbung annehmen zu kénnen. 
Zur Kennzeichnung einer endogen bestimmten Plastidenvererbung miissen 
nicht nur Mischzellen vorkommen, die Mischzellen miissen auBerdem zu 
charakteristischen Mustern vereinigt sein, und es miissen in den Misch- 
zellen normale und mutierte Plastiden in den kennzeichnenden Zahlen- 
verhaltnissen vorkommen, wie sie sich theoretisch und im Modellversuch bei 
einer zufallsgemaBen Plastidenentmischung ableiten lassen (Michaelis 
1955 b und c). 


Schecken ohne Mischzellen 


Neben den Fallen einer endogen bedingten Plastidenvererbung mit 
Mischzellen wurden relativ viele (32) Schecken gefunden, in denen echte 
Mischzellen auch an den Stellen fehlten, wo sie bei einer Plastidenent- 
mischung unbedingt zu finden sein miiBten. Mischzellen fehlen natiirlich 
auch bei Schecken, die durch die somatische Mutation nukleairer Gene ent- 
stehen. Dieses Vorkommen einer chromosomal bedingten Scheckung ohne 


Mischzellen gibt einen Hinweis, wie das Fehlen von Mischzellen auch bei 
einer miitterlichen Vererbung zu deuten ist. Bei chromosomal bedingten 
Chloroplastenabweichungen diffundieren die Wirkstoffe des Zellkernes in das 
Plasma, verteilen sich dort z. B. infolge der Plasmastrémung mehr oder 
weniger gleichmafig und beeinflussen simtliche Einzelplastiden des Plasti- 
doms in ahnlicher Weise. Beim Fehlen von Mischzellen wird man ganz 
allgemein eine exogene Beeinflussung des Plastidoms durch Wirkstoffe an- 
nehmen miissen, die sich iiber die ganze Zelle ausbreiten. Die Herkunft 
dieser Wirkstoffe ist dabei nicht ohne weiteres zu erkennen. Bei einfacher 
Musterung und mendelnder Vererbung stammen die Wirkstoffe aus dem 
Kern, bei kompliziert verschachtelter Musterung und nicht mendelnder, 
miitterlicher Vererbung stammen die Wirkstoffe von plasmatischen Erb- 
tragern. Ob diese Erbtrager in dem lichtoptisch leer erscheinenden Cyto- 
plasma oder in Plasmakonstituenten, wie Chondriosomen, Spharosomen 
etc., lokalisiert sind, laBt sich erst entscheiden. wenn sich Unterschiede in 
Vermehrung oder Verteilung dieser Plasmakonstituenten auffinden lassen. 
Es ist sogar méglich, da die auf das Gesamtplastidom einwirkenden Stoffe 
von den Einzelplastiden stammen und ihre Wirkung im wesentlichen 
exogen, vielleicht erst nach einer Aktivierung oder Umwandlung im Zell- 
plasma entfalten. Die bisherigen Untersuchungen lassen es wahrscheinlich 
erscheinen, daf alle hier geschilderten Méglichkeiten vorkommen kénnen. 
Eine vollig fehlerfreie und eindeutige Lokalisation ist zur Zeit allerdings 
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nech nicht méglich, da manche cytologische und entwicklungsgeschichtliche 
Grundlagen noch einer ausfiihrlicheren Untersuchung bediirfen. 


Abb. 4. Schecke 1955. 1001. 3 ohne Mischzellen mit quantitativ verschieden ab- 

gestufter Plastidenschadigung. a Entmischungsmuster des Palisadenparenchyms, das 

teils scharfe Grenzen, teils flieRende Ubergiainge aufweist. b Zellen mit verschieden 
stark abgeaindertem Plastidom. 


Im einzelnen unterscheiden sich die Schecken ohne Mischzellen in sehr 
kennzeichnender Weise. 
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a) Bei einer kleinen Gruppe von Schecken sind die Plastiden einer 
Zelle stets einander voéllig gleich, die Plastidome der verschiedenen Zellen 
kénnen aber je nach der Lage im Scheckungsmuster in sehr verschiedenem 
AusmaBe von der Norm abweichen. An einzelnen Stellen der Musterung 
bestehen scharfe Grenzen, an denen Zellen mit farblosem, mehr oder 
weniger desorganisiertem Plastidom neben Zellen mit mehr oder weniger 
normalem Plastidom liegen kénnen. An anderen Stellen des Musters lassen 
sich keine scharfen Grenzen ziehen, die Plastidome sind hier in ganz ver- 


a 


eine a 


Abb. 5a. Blattmuster ohne Mischzellen. Links Palisadenparenchym mit weifen. 
rechts Schwammparenchym mit griinen Zellinseln. 


schiedenem Grade gestért (Abb. 4a und b). Dabei laBt sich vielfach fest- 
stellen, da die scharfen Grenzen mit entwicklungsgeschichtlichen Grenzen 
zusammenfallen, in denen Zelldeszendenzlinien nebeneinander liegen, die 
schon mehr oder weniger lange Zeit voneinander getrennt sind. Die Uber- 
gangszonen fallen in mehr oder weniger eng zusammengehorende Zell- 
deszendenzen hinein. Solche Falle einer Scheckung wiirden sich durch die 
Annahme erklaren lassen, da der Sté6rungsgrad der Plastiden einer Zelle von 
der Menge der mutierten Erbtrager in der Einzelzelle abhangig ist. Zellen. 
die keine oder nur wenig mutierte Erbtrager enthalten, besitzen ein nor- 
males Plastidom. Verschiebt sich im Verlaufe der Entmischung das Mengen- 
verhalinis der Erbtrager zugunsten der mutierten Erbtrager. so nimmt der 
Stérungsgrad des Plastidoms zu. 

b) Bei der Mehrzahl der untersuchten Schecken ohne Mischzellen lassen 
sich nur zwei iiberall scharf voneinander geschiedene Zellklassen unter- 
scheiden: Zellen, die nur véllig normale Plastiden enthalten. und Zellen 
mit gleichartig abgeinderten Plastiden. Solche Verhaltnisse kénnen durch 
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folgende Annahmen erklart werden: die Entscheidung, ob normale oder 
mutierte Zellen entstehen, wird von einem einzigen Erbtrager gefallt oder 
im Zusammenhang mit einer scharf ausgeprigten Reaktionsschwelle durch 
ein ganz bestimmtes Zahlenverhaltnis von mutierten und normalen Erb- 
tragern. Die beiden Gruppen von Schecken ohne Mischzellen lassen sich in 
gewisser Hinsicht mit der intermediiren und dominanten Kernvererbung 
vergleichen. 

Fiir die weiteren Untersuchungen ist es nun auBerordentlich wichtig. 


Abb. 5b. Schecke 1956. 379. 129 ohne Mischzellen. Ein Teil der griine Plastiden 

enthaltenden Zellen ist heteroplasmonisch. Im Laufe der Zellteilungen im Blatt 

kénnen aus ihnen Zellen mit degenerierenden Plastiden entstehen. Links liegen 

zwei farblose Schwesterzellen inmitten einer rein griinen Umgebung. In der vor- 

letzten Teilungsfolge entstand die erste abnorme Zelle, die sich in der letzten 

Teilungsfolge verdoppelte. Rechts ist in der letzten Teilungsfolge eine einzelne 
farblose Zelle entstanden. 


die Art dieser Wechselwirkungen beurteilen zu kénnen. Will man auf 
Grund der Entmischungsgeschwindigkeit die maBgeblichen Erbtrager lokali- 
sieren (Michaelis 1955c), so ist es unbedingt notwendig zu wissen, ob 
die abgeainderten Zellen homoplasmonisch mutiert sind oder auch hetero- 
plasmonisch sein kénnen. Hier hilft nun die genaue Analyse der Ent- 
mischungsmuster weiter. Wird in heteroplasmonischen Zellen ein abge- 
iindertes Plastidom gebildet. das dem in homoplasmonisch mutierten Zellen 
entspricht. ist also gleichsam mutiert .absolut dominant* iiber normal, so 
werden bei einer Zellvermehrung aus den heteroplasmonischen, abgeander- 
ten Zellen stets wieder homoplasmonisch normale, griine Zellen entstehen 
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koénnen. Es werden inmitten der weiBen Areale des Musters relativ haufig 
(nicht zu verwechseln mit Neumutationen!) wieder griine Areale auftreten, 
die aber in sich einheitlich bleiben, da sie ja homoplasmonisch sind. Sind 
die heteroplasmonischen Zellen aber normal griin, so werden wahrend der 
Entmischung inmitten der griinen Areale stets einzelne isolierte weife 
Zellen oder Zellgruppen auftreten, wahrend weift konstant bleibt. Es ent- 
stehen also charakteristisch verschiedene Muster (Abb. 5), die eventuell 
schon makroskopisch, sicher aber bei schwacherer Vergréferung im Mikro- 
skop unterscheidbar sind. Wird der Unterschied des Plastidoms von einem 
bestimmten Verhaltnis von mutierten zu normalen Erbtragern induziert, 
se miissen sowohl farblose Zellinseln inmitten griiner Areale wie griine 
Inseln inmitten weifer Areale entstehen. und aus dem Verhaltnis farb- 
loser: weiBen Inseln laBt sich ein Anhalt iiber das Verhalinis mutier- 
ter: normalen Erbtragern gewinnen, das fiir die Differenzierung des Plasti- 
doms entscheidend ist. Bei einer solchen Musteranalyse kénnen Irrtiimer 
durch Neumutationen entstehen und vor allen Dingen dann, wenn die ent- 
wicklungsgeschichtlichen Ablaufe wahrend der Musterbildung nicht ge- 
niigend beriicksichtigt werden. Die hier zu_beriicksichtigenden Zellinseln 
miissen innerhalb einer méglichst einheitlichen Zelldeszendenz vorkommen 
und sollen nicht an den Grenzen schon langst getrennter Deszendenzen 
legen. In dem untersuchten Material wurden alle drei beschriebenen Még- 
lichkeiten der Wechselwirkungen beobachtet. Am haufigsten scheinen weiBe 
Inseln inmitten von Griin. also Heteroplasmonie griiner Zellen zu sein. 


Stérungen der Entmischungsmuster durch diffundie- 
rende Wirkstoffe 


Die weitaus gréBte Zahl der untersuchten Schecken lieB sich in die 
dargestellten Gruppen zwanglos einreihen. Unter den geschilderten An- 
nahmen ergaben sich keine Widerspriiche zwischen den Befunden und 
zwischen den durch Rechnung und im Modellversuch abgeleiteten theore- 
tischen Vorstellungen. Ein exakter Vergleich an genauen Auszaihlungen 
bereitet allerdings groBe Schwierigkeiten, da die genaue Auszahlung aller 
Plastiden in den Zellen, die Zellzihlungen gréBerer Zellflachen und die 
Bestimmung der zusammengehérenden Zelldeszendenzen sehr schwierig ist 
und nur in besonders giinstig gelagerten Fallen gelingt. Bestimmungen der 
GroéBenordnung nach sind aber meistens gut durchfiihrbar. Bei einigen 
wenigen Schecken war aber auch eine solche niherungsweise Bestimmung 
vollig unmoéglich. Die Pflanzen besaBen zwar die charakteristische albo- 
maculatum-Scheckung. Im Mikroskop liefen sich aber nirgends scharf ab- 
grenzbare Unterschiede auffinden. Bei der in Abb. 6 dargestellten Scheckung 
waren die Grenzen der Scheckungsflecken voéllig verschwommen, und es 
zeigte sich ein kontinuierlicher Ubergang von Zellen mit normal griinen 
Plastiden zu Zellen mit farblosem Plastidom. Die in Abb. 6b dargestellten 
Ubergange erinnern etwas an die der Abb. 4b, doch kommen die Uber- 
gangszonen hier nicht nur innerhalb einzelner Zelldeszendenzen, sondern 
an allen Fleckengrenzen vor, auch an Grenzen, an denen die Entmischungen 
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liingst abgeschlossen sind oder an denen Zelldeszendenzlinien nebeneinan- 
der liegen, die schon seit zahlreichen Zellteilungsfolgen getrennt neben- 
einander herlaufen. Es kann sich hier also nicht um Entmischungszonen 
handeln, sondern die Ubergangszonen miissen durch die Wirkung von 


Abb. 6. Schecke 1956. 466. 15 mit diffundierenden Wirkstoffen. a Muster der Pali- 
sadenzellen an einer Grenze zwischen normalgriinem und bleichem Gewebe mit 
breiter Ubergangszone. b Ubergangspalisaden mit verschieden stark abgeadnderten 
Plastiden. Links mehr oder weniger normale Plastiden, die nach rechts in zuneh- 
mendem Mafe stirker geschaddigt sind. Es handelt sich hier um eine Schecke, die 
durch somatische dominante Mutation eines Kerngens entstand. Die bisher beobach- 
teten Ubergangszonen bei plasmatisch bedingter Scheckung waren schwiacher aus- 
gebildet. 
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Stoffen entstehen, die iiber gréBere Gewebestrecken diffundieren. Unter 
solchen Bedingungen ist die Suche nach Mischzellen und eine ins einzelne 
gehende Musteranalyse nicht méglich. Es ist in einzelnen Fallen sogar un- 
sicher, ob die wirksamen Stoffe aus den griinen oder aus den farblosen 
Gewebeanteilen stammen. 

Bei anderen Schecken lag an der Grenze zwischen griinem und weifem 
Gewebe ein 1—4 Zellen breiter Streifen, in dem die Degeneration der farb- 
losen Plastiden schwiicher ist. In einzelnen Fallen mu man annehmen. 


Abb. 7. Entmischungsmuster der Blattpalisaden der Schecke 1956. 115. 62. Die 
Pflanze besitzt Mischzellen, doch fehlen Mischzellen mit 1—4 normalgriinen Plasti- 
den inmitten farbloser Plastiden. Dadurch sind die griinen Blattareale von den 
farblosen schirfer abgegrenzt, als das sonst beim Vorkommen von Mischzellen der 
Fall ist. Es kommen sowohl griine Areale inmitten weifer Umgebung wie weife 
Zellgruppen inmitten griiner Flecken vor. Die Gruppen von Mischzellen sind in- 
mitten der griinen Flachen an der helleren Farbung zu erkennen (>). 


daB die wirksamen Stoffe aus den griinen Zellen stammen und die Dege- 
neration der mutierten Plastiden verzégern. Hier war eine Suche nach 
Mischzellen zwar noch méglich und auch von Erfolg begleitet, die Beurtei- 
lung der Verhaltnisse war aber im einzelnen doch sehr erschwert. 
SchlieBlich sollen noch einige Falle (Abb. 7) Erwahnung finden. wo bei 
Schecken mit typischen Mischzellen eine Wechselwirkung zwischen den gene- 
tisch verschiedenen Plastiden eines Plastidoms vorkommt. Sie mu durch 


Stoffe zustande kommen, die die Zellgrenzen nicht passieren kénnen oder 
die in so geringen Quantitaten produziert werden, daf sie in Nachbarzellen 
wirkungslos werden. Bei diesen Schecken kommen in den Mischzellen alle 
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theoretisch zu fordernden Zahlenverhaltnisse vor bis auf Zellen, in denen 
inmitten farbloser, degenerierender Plastiden ein bis drei normale Pla- 
stiden liegen. Diese fehlenden, theoretisch aber zu fordernden Mischzellen 
mit einzelnen normalen Plastiden lieBen sich jedoch auffinden, als nicht nur 
ausgewachsene Blatter, sondern jiingere Blatter mit beginnender Plastiden- 
degeneration untersucht wurden. Die gesuchten Plastiden waren etwas 
kleiner als normale Plastiden und degenerierten etwas spater als die mu- 
tierten Plastiden. Es kénnen also einzelne genetisch normale Plastiden unter 
dem Einflu8 zahlreicher mutierter Plastiden sich diesen angleichen. 


Ill. Zusammenfassung 


An zahlreichen, durch Behandlung mit radioaktiven Isotopen erhaltenen 
Schecken wurden die Scheckungsmuster genauer untersucht und mit theore- 
tisch abgeleiteten Mustern verglichen. Auf Grund dieser Musteranalyse und 
auf Grund der Kreuzungsexperimente lieBen sich folgende Scheckungs- 
gruppen unterscheiden: 


1. Relativ einfache Scheckungsmuster entstehen bei somatischen Kern- 
mutationen, bei labilen Genen und bei Fallen einer Plasmavererbung mit 
einseitiger Verteilung der plasmatischen Erbtrager wahrend der Zell- 
teilungen. 

2. Fiir alle Schecken, die durch eine zufallsgemafe Plasmonumkombi- 
nation entstehen, ist neben der nicht mendelnden, miitterlichen Vererbung 
cin kompliziert verschachteltes Scheckungsmuster kennzeichnend. 

a) Eine durch endogen wirkende Plastogene bedingte Scheckung ist 
durch das Vorkommen von Mischzellen wihrend der Entmischungsphase 
charakterisiert. Echte Mischzellen lassen sich von Pseudomischzellen sowohl 
durch die kennzeichnenden Zahlenverhiltnisse von mutierten zu normalen 
Plastiden unterscheiden wie durch die Anordnung der normalen Zellen, 
mutierter Zellen und von Mischzellen zu charakteristischen Entmischungs- 
mustern. 


b) Bei Schecken ohne Mischzellen wird die Form und Funktion der 
Plastiden eines Plastidoms ex ogen von Wirkstoffen bestimmt, die iiber 
die ganze Zelle verbreitet werden. Diese Wirkstoffe k6nnen unter dem Ein- 
flu8 von chromosomalen Genen, von Cytoplasmagenen, von Plastidengenen 
oder von Plasmagenen entstehen, die in extraplastidalen Plasmakonstituen- 
ten wie Chondriosomen, Sphiarosomen etc. lokalisiert sind. Es gibt Schecken, 
bei denen der Grad der Plastidenabanderung von der Summe der in der 
Zelle vorhandenen, mutierten Gene abhangig ist, und Falle, in denen die 
Entscheidung iiber die Entwicklung des gesamten Plastidoms von einem 
Erbtrager oder, im Zusammenhang mit einer mehr oder weniger scharfer 
Reaktionsschwelle von einem bestimmten Genverhaltnis gefallt wird. 


c) Es gibt nicht nur Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen erb- 
lich fixierten Bestandteilen einer Zelle, wie Kern, Plastiden, Plasma ete. 
Es gibt auch Wechselwirkungen z. B. zwischen den einzelnen Plastiden eines 
Plastidoms. SchlieBlich kann die Erkennung der Verhaltnisse in einzelnen 
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Fallen sehr durch Wirkstoffe erschwert werden, die, abhangig von ganz be- 
stimmten Erbtragern, iiber die Zellgrenzen hinweg diffundieren und die 
Plastiden von Zellen beeinflussen, die selbst diese Wirkstoffe nicht zu pro- 


duzieren vermégen. 
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Uber das Vorkommen umgekehrt gewundener 
Chromatophoren bei Spirogyra 


Von 


Theodor Butterfa8 


Aus dem Boitanischen Institut 
der Westfilischen Wilhelms-Universitat, Miinster in Westfalen 


Mit 3 Textabbildungen 
(Eingegangen am 20. Dezember 1956) 


Bisher waren sich die Autoren (Oltmanns 1922, Schmucker 
1925, Czurda 1929, 1932, 1937, Kolkwitz und Krieger 1941, 
Fritsch 1948) dariiber einig, da® bei Spirogyra nur linksgewundene 
Chromatophoren vorkommen (von rechts unten iiber vorn nach links oben; 
Definition nach Schmucker 1925), wenn auch viele Publikationen un- 
richtige Abbildungen enthalten. Abweichend davon wurde jetzt bei Spiro- 
Syra majuscula Kiitzing neben dem normalen der umgekehrte Windungs- 
sinn beobachiet. 

Das Material stammte aus verschmutzten Heidetiimpeln (pH = 6,9) des 
Kreises Warendorf (Miinsterland) und enthielt Zygoten. Die Chromato- 
phoren waren zunachst normal linksgewunden oder gestreckt. Die fiir eine 
laufende Arbeit nicht mehr benétigten Algen wurden im Standortwasser 
noch einige Zeit in Petrischalen aufbewahrt. wo die Faden alsbald in 
Einzelzellen zerfielen. In der Lésung, die nicht gewechselt wurde, ent- 
wickelten sich in begrenztem Mae Bakterien und Ciliaten, doch blieb sie 
klar: die Spirogyra-Zellen teilten sich erneut. Nach etwa 6 Wochen waren 
neben vielen Zweizellstadien auch zahlreiche Faden mit iiber 100 Zellen ent- 
standen, 6fter mit Rhizoiden. 

Teilweise waren die Zellen dicht mit stark gewundenen und nicht selten 
verzweigten Chromatophoren gefiillt und in lebhafter Vermehrung be- 
griffen; andere schienen mehr in Ruhe zu sein und speicherten viel Starke. 
In zahlreichen Zellen waren die Schrauben umgekehrt gewunden 
(Abb. 1). Das galt entweder fiir alle Chromatophoren eines Fadens, was 
nur bei héchstens achtzelligen Faden beobachtet wurde; haufig waren, wie 
auf Abb. 2, die Zellen eines Paars verschieden oder bei Vierzellstadien die 
beiden mittleren Zellen in der einen und die beiden Endzellen in der 
anderen Richtung (nach rechts oder nach links) gewunden oder der Sinn 
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wechselte von Zelle zu Zelle (Abb. 3). Viele andere Kombinationen mit 
und ohne Uberginge kamen vor. In einem Faden mit rechis- und links- 
gewundenen und gestreckten Chromatophoren befand sich ein iiber 70 Zel- 
len langer, zusammenhiangender. ausschlieBlich rechtsgewundene Schrauben 
enthaltender Fadenteil. Sehr haufig, aber langst nicht’ immer, anderte sich 
der Windungssinn so jah wie auf Abb. 3. Bei Faden, deren Chromato- 
phoren vor allem in Langsrichtung gelagert waren, erschienen regelmakig 
die auseinander hervorgegangenen Chromatophoren durch alle Zellen hin- 
durch als eine geschlingelte Linie. wobei alle Chromatophoren einer Zelle 
parallel verliefen, als ob die 

Protoplasten samt den Chro- 

matophoren hier in der einen 

und dort in der anderen Rich- 

tung um die Fadenachse ge- 

dreht worden wiren. Der Kern 

sa Ofter seitlich der Achse. 

Wenn sich eine Zelle am 

Wendepunkt der Schraubung. 

die sehr oft in der Zellmitte 

lag. geteilt hatte, so kam offen- 

bar durch im Vergleich zur Zell- 

streckung verstairktes Lingen- 

wachstum der Chromatophoren 

eine Verminderung der Schrau- 

benganghéhe zustande, wo- 

durch eine zunachst nur 

schwach sichtbare Windungs- 

umkehr an der Querwand zu 

einer sehr ausgepragten wurde 

Abb. 1. Kurzer Faden von Spirogyra majus- (Abb. 3). Nach Fadenzerfall 
cula mit umgekehriem Windungssinn der und bei erneuter Vermehrung 
Chromatophoren. 165X. erhielt sich zunachst der je- 

weilige Windungssinn; so sind 
Faden mit ausschlieBlich rechts- 
3. Kurzer Faden mit wechselndem gewundenen Schrauben = er- 
Windungssinn, 1635 X. 


Abb. 2. Zweizellstadium. 165. 


klarlich. Es mégen also teil- 
weise Raumgriinde die Wieder- 
herstellung der normalen Lage vorerst verhindert haben. Dabei bleibt die 
Grundfrage nach den Ursachen der erwihnien, drtlich begrenzten Tor- 
sionen des Zellinhalts, vielleichht im Zusammenhang mit der Seitwiirts- 
verlagerung des Kerns, ungelést. Wahrscheinlich kommen die Bedingungen 
dafiir in der Natur normalerweise nicht vor. 


Cholnoky (1931) hat zwar nicht selten Chromatophoren in etiolier- 
ten Zellen einer einbandrigen Spirogyra-Art beobachtet, deren Enden sich 
einen halben oder einen ganzen Umgang weit nach rechts drehten. Die 
beigegebene Abbildung deutet aber auf keinen Zusammenhang mit der 
hier beschriebenen Abnormitat hin. 
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Biochemisches Taschenbuch. Herausgegeben von H. M. Rauen. Mit 
einem Geleitwort von Prof. Dr. R. Kuhn. Mit 352 Abb. XVI, 1332 S. 
Berlin-Géttingen-Heidelberg: Springer-Verlag. 1956. DM 69.—. 

Als Gegenstiick zum ,,Taschenbuch fiir Chemiker und Physiker* wurde 
mit diesem Werk ein Arbeitsbehelf fiir das biochemische Laboratorium ge- 
schaffen, das, um es gleich vorweg zu nehmen, in vieler Hinsicht eine Biblio- 
thek weitgehend ersetzen, zumindest aber, wie es K iihn in seinem Vorwort 
ausdriickt, manchen Gang in die Bibliothek ersparen kann. — Aus dem iiber- 
aus reichhaltigen Inhalt kéunen nur einige der hervorstechendsten Titel ge- 
nannt werden. Sehr angenehm ist ein Verzeichnis der Abkiirzungen von 
Zeitschriften und der wichtigsten chemischen Verbindungen und biologischen 
Begriffe; die nach Stoffgruppen geordnete Beschreibung anorganischer und 
organischer Verbindungen und ihrer Eigenschaften (inkl. Absorptions- 
spektra) nimmt allein einen Raum von iber 500 Seiten ein. Fiir den Zell- 
physiologen, Protoplasmatiker und Histochemiker werden insbesondere die 
Tabellen zur physikalischen Chemie der Lésungen (Dissoziationskonstan- 
ten, Puffer, Indikatoren, Leitfahigkeiten, Redox-Potentiale usw.), iiber bio- 
logisch wichtige Isotopenverbindungen, Radioaktivitiét und Autoradio- 
graphie, Priparation in der histologischhen Technik und mikrochemische 
Reaktionen, Zellfraktionierung usw. von besonderem Interesse sein. Hervor- 
zuheben waren ferner die Abschnitte iiber Antibiotika, Mitosegifte, cancero- 
gene Substanzen. Tabellen iiber die biologischen Einheiten, Fiitterungs- 
rezepte, Vitamine, Hormone und Fermente (inkl. Aktivitatsbestimmungen). 
iiber die Eignung von Mikroorganismen als Testorganismen werden gleich- 
falls willkommen sein. Wertvolle Hinweise enthalten die Kapitel zur Labo- 
ratoriumstechnik (Gefriertrocknung, Adsorbentien, Chromatographie in den 
verschiedensten Abwandlungen |inkl. Gegenstromverteilung usw.] mit den 
RF-Werten, Tabellen iiber Eigenschaften der verschiedenen Glassorten, 
iiber Filtercharakteristiken und Elektroden), ein ausfiihrlicher mathemati- 
scher Abschnitt nebst Zahlentafeln rundet das Werk ab, an dem mehr als 
ein halbes Hundert erster Fachkrafte mitgearbeitet haben. Ein ausfiihr- 
liches Register mit simtlichen gebrauchlichen Synonyma (50 Seiten, drei- 
spaltig) sowie ausfiihrliche Literaturhinweise nach jedem Abschnitt (zum 
Abschnitt Isotopen z. B. allein 360 Zitate!) sind weitere Vorziige dieses 
Buches. — Ein Taschenbuch kann nicht ein Beilstein, ein Landolt-Bérnstein 
und ein Abderhalden in einem sein; was aber hier auf engstem Raume 
zusammengetragen und wie es geboten wird, verdient Anerkennung und 
Bewunderung. Das Buch wird daher sicherlich nicht nur dem Biochemiker 
ein unentbehrlicher Behelf auf seinem Arbeitstisch sein, sondern auch dem 
Zellphysiologen und Protoplasmatiker wertvollste Dienste leisten, da es 
gerade fiir ihn wichtige Angaben bereithalt, die. im chemischen Schrifttum 
niedergelegt, vielfach auch in der eigenen Fachbibliothek nicht greifbar 
sind. O. Hartel sens). 


Kiister, Ernst: Die Pflanzenzelle. Unier Mitwirkung von Karl Hoéfler 
herausgegeben von Gertrud Kiister-Winkelmann. Dritte. neu 
bearbeitete Auflage. Mit 489 Fig. im Text. XXII, 986 S. Jena: VEB Gu- 
stav Fischer. 1956. 

Als der Tod K iister die Feder aus der Hand nahm, mit der er an der 
dritten Auflage seines Meisterwerkes ..Die Pflanzenzelle* schrieb. war man 
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allgemein besorgt, es wiirde nicht mehr vollendet werden. Es ist der Energie 
von Frau Dr. Gertrud Kiister-Winkelmann zu verdanken, daf die 
Herausgabe doch zustande kam; es wiire dies nicht gelungen, hatte sie nicht 
die Mitarbeit von Karl Héfler gewonnen, der in richtiger Uberzeugung 
von der Einmalig- und Einzigartigkeit von K iisters Lebenswerk keine 
Miihe und kein Opfer an Zeit gescheut hat, im Sinne Kiisters in das 
Buch die Fortschritte der Wissenschaft einzufiigen und ihm so weiterhin 
Leben und Wirkung zu sichern. Alle Freunde pflanzlicher Zellforschung 
miissen ihm dafiir dankbar sein. Was einzuarbeiten war, ist viel gewesen, 
und es konnte nur Héfler in so vortrefflicher Weise gelingen, der selbst 
mitten in der Materie steht. Héfler hat .tiefgreifende Umbauten des 
K iis terschen Textes nach Méglichkeit vermieden*. Das war gut so, denn 
der Charakter des Buches sollte gewahrt bleiben; manchmal aber ergaben 
sich aus diesem pietatvollen Verhalten wohl auch Schwierigkeiten, so wenn 
der Abschnitt iiber die Chondriosomen im Kapitel III (Plastiden) stehen- 
geblieben ist. Sehr zu begriiBen ist es, daB fiir den karyologischen Teil, der 
Kiister selbst weniger gelegen war, in Reese ein ausgezeichneter Fach- 
mann gewonnen worden ist, dem die schwierige Aufgabe voll gelungen ist, 
bei aller Knappheit die Karyologie im Rahmen von Kiisters Buch zu 
beleben und neu zu gestalten. So hat das groBe Werk in der dritten Auf- 
lage neue Vorziige dazu gewonnen, ohne die alten einzubiiBen. 


F. Weber (Graz). 


Wurmbach, H.: Lehrbuch der Zoologie. Band I: Allgemeine Zoolo- 
gie und Okologie. Mit 373 Abb. i. T. VI. 535 S. Stuttgart: Gustav 
Fischer. 1957. DM 42.—. 


Wurmbachs neues, im ersten allgemeinen Band vorliegendes Lehr- 
buch der Zoologie nimmt unter den einschlagigen Werken ahnlichen In- 


halts insofern eine Sonderstellung ein, als es bei voller Beriicksichtigung 
der Theorie seiner Anlage nach weitgehend auf die Bediirfnisse der an- 
gewandten Biologie ausgerichtet ist. Es wendet sich also nicht nur an den 
Kreis der Universititszoologen, sondern soll dariiber hinaus auch dem 
wissenschaftlich interessierten Land- und Forstwirt. dem Pflanzenschutz- 
fachmann und dem Lehrer an Landwirtschaftsschulen ein angemessenes 
Riistzeug in die Hand geben. Dieser Versuch ist dem Verfasser, was ein- 
leitend gleich vorweggenommen sei, in vollem Umfange gelungen. 

Das Werk gliedert sich in acht Kapitel, in denen die Zelle, Entwicklung 
und Wachstum, die Genetik. die Abstammungslehre, die Stoffwechsel- 
physiologie die Bewegungs- und Reizphysiologie, die Verhaltenslehre und 
die Okologie in anschaulicher Weise besprochen werden. 

Die Ausfiihrlichkeit. in der die einzelnen Abschnitte abgehandelt 
werden, ist bemerkenswert unterschiedlich. Der Abschnitt iiber die Zelle 
erscheint, verglichen mit den Kapiteln iiber das Verhalten und die 
Okologie, knapp. ja der Abschnitt iiber den Zellkern geht kaum iiber 
das hinaus, was auch in den iiblichen Grundrissen gesagt wird. Fraglich 
ist es auch, ob es didaktisch nicht besser ware, einen heterotrophen Orga- 
nismus, statt eines Phytoflagellaten, der Schilderung des Zytoplasten zu- 
grunde zu legen, und ob es der spater folgenden anschaulichen Darstellung 
der Genetik zugute kommt, die Zellteilung in der Art fragmentarisch kurz 
zu behandeln, wie das in dem Buch geschehen ist. 

Analoges kénnte man auch hinsichtlich der Besprechung der Ent- 
wicklung sagen, wo der der Furchung und Primitiventwick- 
lung gewidmete Abschnitt, verglichen mit dem, was iiber Wachstum 
gesagt wird, viel zu kurz kommt. 

Praktisch fast ganz iibergangen wird die gesamte Ent wicklungs- 
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physiologie: nicht einmal so elementare Begriffe wie Normogenese, 
morphogenetisches Feld, Gradient, Induktion, Organisatoreffekt, pri- 
sumptive Potenz u. dgl. wurden auch nur mit einem Wort erwahnt! 

An der Tabelle iiber die keimblattgemaRe Herkunft der einzelnen 
Organanlagen ist auszusetzen, daf dort die Rathkesche Tasche (Oro- 
hypophyse) vom Entoderm hergeleitet wird, was unrichtig ist. 

Die sehr breite Behandlung des Kapitels iiber das Wachstum ist 
offenbar auf die Bediirfnisse tierarztlicher Hochschulen abgestimmt worden. 

Sehr einpragsam wird die Vererbungslehre besprochen, wobei 
alle wesentlichen theoretischen Grundlagen in klarer Darstellung ent- 
wickelt werden. Auch die phylogenetischen Feststellungen und die Be- 
sprechung der bei der Evolution wirksamen Krafte sind in pragnanter 
Form dargestellt. 

Auergewohnlich ausfiihrlich — und darin scheint mir das vorliegende 
Buch besonders wertvoll — ist der chemische Teil der Stof fwechsel- 
physiologie, ein Gebiet, dem offenbar das besondere Interesse des 
Verfassers gilt. Demgegeniiber erscheint die Bewegungs- und Reiz- 
physiologie weniger griindlich behandelt, ja einzelne Kapitel, wie 
etwa der Chemismus der Sehvorgange, sind ausgesprochen fragmentarisch. 

Ausfiihrlich und ausgezeichnet ist die Verhaltenslehre _ be- 
sprochen, wobei sich der Autor im wesentlichen an Tinbergen und Lorenz 
anlehnt. 

Auch die Okologie wird sehr ungleichmafig behandelt und es ist 
nicht einzusehen, warum zwar die Limnologie gebiihrend besprochen, die 
fiir ein angewandtes Werk mindestens gleichwichtige biologische Meeres- 
kunde jedoch vollkommen unberiicksichtigt bleibt. 

Die Darstellung wichtiger Assoziationen und Synusien eni- 
halt einen kurzgefaften, sehr anschaulichen Abriff der gesamten Boden- 
biologie und ist in dieser Form, gemessen an den anderen Kapiteln des 
Buches, zu ausfiihrlich. ; 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daf der Versuch Wurmbadhs. 
ein auf die Bediirfnisse des angewandten Zoologen ausgerichtetes Lehrbuch 
der Zoologie zu verfassen, erfolgreich gewesen ist und daf uns in seinem 
Buch zum erstenmal eine Schrift in die Hand gegeben ist, in der auch die 
in den iiblichen zoologischen Lehrbiichern héchst stiefmiitterlich behandel- 
ten, fiir den Praktiker wichtigen Tatbestande in gebiihrender Weise 
behandelt werden. Dafi der Autor bei der Behandlung dieser sonst ver- 
nachlassigten Gebiete stellenweise zu ausfiihrlich wird, ist nur zu ver- 
standlich. Es mag Aufgabe der hoffentlich bald erforderlichen zweiten 
Auflage des Buches sein, die vernachlassigten morphologischen und ent- 
wicklungsgeschichtlichen Kapitel, die Entwicklungsmechanik und die Reiz- 
physiologie einer verbreiterten Bearbeitung zu unterziehen und damit in 
die richtige Relation zu den anderen Abschnitten zu setzen. 

Dem Autor und dem Verlag miissen wir dankbar sein, daB sie dieses 
Werk verfaft und verdéffentlicht haben und daf damit ein erster Ansto® 
zu der so notwendig gewordenen Verbreiterung des Wissensgebietes unserer 
Lehrbiicher gegeben ist. E. Reisinger (Graz). 
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